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1 Einleitung 

________________________________________________________________________ 

1.1 Der systemische Lupus erythematodes 

1.1.1 Definition und Epidemiologie 

Beim systemischen Lupus erythematodes (SLE) handelt es sich um eine schwere 

Autoimmunerkrankung, bei der es durch eine unkontrollierte Aktivierung des 

Immunsystems zu einer Autoimmunpathologie und Gewebsschädigung kommt, die jedes 

Organ im Körper betreffen kann (Liu and Davidson, 2012). Charakteristisch ist das Auftreten 

von Antikörpern gegen Zellkernbestandteile (antinukleäre Antikörper, ANA), die je nach 

molekularer Zielstruktur weiter differenziert werden können (Rahman and Isenberg, 2008). 

Die große Heterogenität der klinischen Präsentationen des SLE und die relative Seltenheit 

der Erkrankung führen oft zu Schwierigkeiten, die Krankheit korrekt zu diagnostizieren. So 

wird die Prävalenz des SLE weltweit auf 20 bis 150 Fällen pro 100.000 (Pons-Estel et al., 

2010) geschätzt, wobei aktuell jährlich in Nordamerika, Asien und Europa 1 bis 25 

Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern diagnostiziert werden (Danchenko et al., 2006) 

und Frauen ca. 10x häufiger betroffen sind als Männer. Dabei verursacht der SLE 

ökonomisch gesehen durch notwendige Behandlungen und Arbeitsausfälle in den USA im 

Moment Kosten von umgerechnet mehr als 10 Mrd. Euro pro Jahr (Turchetti et al., 2012). 

Da nach wie vor keine kausale Therapie zur Verfügung steht, die Prognose durch 

symptomatische Behandlungen in den letzten Jahrzehnten aber deutlich gebessert werden 

konnte, wird davon ausgegangen, dass diese Kosten kontinuierlich steigen werden. Trotz 

einem aktuellen 5-Jahres-Überleben von über 90 Prozent und einem 15-Jahres-Überleben 

von ca. 85%, ist, da die überwältigende Mehrheit der Patienten Frauen im gebärfähigen 

Alter sind, hier anzumerken, dass eine von sechs Patientinnen, die im Alter von 20 Jahren 

am SLE erkrankt, vor dem Erreichen des 35. Lebensjahres verstirbt (Tsokos, 2011). Der SLE 

ist damit nach wie vor eine tödliche Krankheit, wobei in den ersten 10 Jahren die terminale 

Niereninsuffizienz bei zunehmender Zerstörung durch das Immunsystem, Infektionen u.a. 

aufgrund der therapeutischen Immunsuppression sowie eine beim SLE beschleunigt 

verlaufende Atherosklerose mit ihren Sequelae Myokardinfarkt und Apoplexie (Bernatsky et 

al., 2012) als Todesursachen von Bedeutung sind. 
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1.1.2 Klinisches Bild des systemischen Lupus erythematodes 

Die Diagnose wird anhand der 11 Kriterien des American College of Rheumatology (ACR) 

gesichert (siehe Tabelle 1-1), von denen für eine formale Klassifikation 4 vorhanden sein 

müssen. Die ACR-Kriterien machen deutlich, dass der SLE, der klinisch dem Formenkreis der 

Kollagenosen („Bindegewebserkrankungen“) zugeordnet wird, prinzipiell jedes Organ 

befallen kann, wobei Tabelle 1-1 auch die relative Häufigkeit der einzelnen Manifestationen 

ausweist. Neben diesen Kriterien berichten die Patienten sehr häufig von Symptomen wie 

Fieber, Abgeschlagenheit und Gewichtsverlust. Ebenfalls möglich sind als okuläre 

Manifestation eine Keratoconjunctivitis sicca, eine Episkleritis, eine Uveitis sowie ein 

Zentralarterien- oder –venenverschluss (Peponis et al., 2006) und gastrointestinale 

Symptome wie Appetitlosigkeit, Übelkeit/Erbrechen, Durchfall sowie abdominelle 

Schmerzen (Kiriakidou et al., 2013). Treten diese konstitutionellen Symptome zusammen 

mit Gelenkbeschwerden auf, sollte nicht nur nach einem SLE-typischen Ausschlag gesucht 

werden, sondern auch anamnestisch eine erhöhte Photosensitivät abgeklärt werden. 

Während in der kaukasischen Bevölkerung die Konstellation mit B-Symptomen, Arthritis und 

Hautausschlag als Initialpräsentation häufig ist (bis zu 70 %), finden sich insbesondere bei 

lateinamerikanischen Patienten bereits bei Erstdiagnose Proteinurie, hämatologische 

Abnormalitäten oder Hämoptysen (Chang and Werth, 2011). Oft findet sich klinisch bei SLE-

Patienten auch ein sog. Overlap-Syndrom, also das gleichzeitige Auftreten von SLE und einer 

anderen Erkrankung aus dem rheumatologischen Formenkreis, z.B. Sklerodermie (Iaccarino 

et al., 2013). Daher ist es oft klinisch sinnvoll, auch bei diagnostiziertem SLE eine neue 

Organbeteiligung bioptisch zu sichern, bevor eine Therapieentscheidung getroffen wird. So 

findet sich bei diagnostizierten SLE-Patienten mit neuem Kreatinin-Anstieg in bis zu 30% der 

Fälle eine nicht-SLE-Nierenpathologie. Die klinische Differentialdiagnose bei SLE beinhaltet 

u.a. auch andere Kleingefäßvaskulitiden, z.B. die ANCA-assoziierten Entitäten 

Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) und mikroskopische Polyangiitis (MPA). Hier sind 

laborchemisch der Nachweis von ANAs sowie anti-dsDNA- oder Anti-Smith-Antikörper oft 

hilfreich. Die beiden letztgenannten Antikörper sind auch bei bereits etablierter SLE-

Diagnose hilfreich, da sie gut mit der Krankheitsaktivität korrelieren (Rahman and Isenberg, 

2008). Oft mit Anti-Histon-Antikörpern verbunden ist der Medikamenten-induzierte SLE. Als 

Auslöser bekannt sind u.a. Procainamid, Minocyclin, Hydralazin, Isoniazid, TNFα-Inhibitoren 

sowie verschiedenen ACE-Inhibitoren und IFN-α-Präparate (Patel and Richardson, 2012).  
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Tabelle 1-1 ACR-Kriterien des SLE und klinische Häufigkeit 

ACR-Kriterien Häufigkeit als Erstmanifestation Kumulative Häufigkeit 

Schmetterlingserythem 24% 61% 

Diskoide Hautläsion 5% 12% 

Photosensibilität 25% 56% 

Orale Ulzera 11% 42% 

Arthritis 67% 93% 

Serositis 4% 
12% (Pleuritis) 

17% (Perikarditis) 

Nierenerkrankung 5% 46% 

ZNS-Erkrankung 4% 
8% (Krampfleiden) 

4% (Psychose) 

Hämatologische Störung 
2% (Anämie) 

5% (Thrombozytopenie) 

12% (Anämie) 

42% (Leukopenie) 

19% (Thrombozytopenie) 

Immunologische Störung nicht angegeben 
71% (Anti-dsDNA) 

48% (Anti-Sm) 

Antinukleäre Antikörper nicht angegeben 98% 

dsDNA = doppelsträngige Desoxyribonukleinsäure, Sm = Smith-Antigen 

[nach (Hochberg, 1997; Pons-Estel et al., 2004)] 

 

Diese SLE-Form verläuft insgesamt aber eher milde und ist nach Absetzen des auslösenden 

Medikaments meist reversibel. 

Beim SLE treten auch Autoantikörper auf, die Strukturen außerhalb des Zellkerns binden. 

Direkt antikörpervermittelte SLE-Komplikationen sind die Autoimmunhämolyse und –

thrombozytopenie, durch Anti-Phospholipid-Antikörper hervorgerufene arterielle 

Thrombosen (Antiphospholipidsyndrom), sowie manche Formen der SLE-Cerebritis. Hier 

führen Antikörper gegen neuronale Kalziumkanäle vom N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Typ 

zu hippocampaler Schädigung und subsequenten Gedächtnisstörungen. In der 

Schwangerschaft kann es zum Auftreten von Antikörpern gegen fetale 

Kardiomyozytenantigene kommen, die bei der Mutter keinen myokardialen Schaden setzen, 

aber aufgrund ihrer Plazentagängigkeit beim Feten durch Zerstörung des 

Reizleitungssystems einen kongenitalen AV-Block III° verursachen (Buyon and Clancy, 2003).  
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1.1.3 Therapie 

Neben der Eliminierung von Triggern (i.e. Rauchstopp und konsequenter UV-Schutz) kommt 

für die sehr häufigen Hautmanifestationen der Einsatz steroidhaltiger Crèmes oder, bei 

isoliert kutanem Lupus, topischer Calcineurininhibitoren (z.B. Tacrolimus) infrage, für die 

ebenfalls häufigen, nicht-erosiven Arthritiden nicht-steroidale Antirheumatika (NSARs). Für 

die Behandlung des allgemeinen Krankheitsgefühls, Fiebers und adjunktiv auch für Haut- 

und Gelenkmanifestationen ist das Antimalariamittel Hydroxychloroquin zugelassen. Bei 

milden bis moderaten Schüben können, zeitlich begrenzt, auch orale Steroide eingesetzt 

werden. Die Lupusnephritis (LN) als eine der schweren und lebensbedrohlichen 

Komplikationen muss, nach Diagnosesicherung und Klassifizierung durch Nierenbiopsie 

deutlich aggressiver behandelt werden, da z.B. die Klasse IV LN (diffus-proliferativer Typ) 

unbehandelt praktisch immer zum Dialyse-pflichtigen Nierenversagen führt. Insbesondere 

die Nierenbeteiligung hat beim SLE auch großen Einfluss auf die Prognose quoad vitam: 

Während die durchschnittliche Lebenserwartung des SLE-Patienten im Vergleich zur 

Gesamtbevölkerung um 12 Jahre verringert ist, sind es beim Nierenbefall 15 Jahre und beim 

signifikanten Nierenschaden 24 Jahre (Mok et al., 2013). Für die Behandlung der 

Lupusnephritis kommen neben systemischen Steroiden klassische Immunsuppressiva wie 

Azathioprin, Cyclophospamid oder Mykophenolat zur Anwendung (Houssiau, 2012). Wie 

eingangs angesprochen, ist keine diese Therapien als kausal zu betrachten und häufig 

kommt es auch unter Therapie zu weiteren Schüben. Zusätzlich wird die Therapie durch 

signifikante Nebenwirkungen kompliziert: Erhöhte gastrointestinale Komplikationen bzw. 

erhöhtes Myokardinfarkt-Risiko unter NSARs bzw. COX2-Hemmern, Hautatrophien unter 

topischen und Cushing-Syndrom unten systemischen Steroiden, Sehstörungen unter 

Hydroxychloroquin sowie eine ausgeprägte Infektanfälligkeit sowie erhöhte Hautkrebs- 

Inzidenz bei generalisierter Immunsuppression. Mit Einführung der sogenannten 

„Biologika“, also insbesondere Antikörper, die gezielt in immunologische Signalwege 

eingreifen, wurden und werden auch beim SLE viele Studien durchgeführt (Clark et al., 2013; 

Furtado and Isenberg, 2013; Merrill et al., 2010a; Merrill et al., 2010b). Während viele dieser 

Studien ihre klinischen Endpunkte verfehlten (Merrill et al., 2010a; Merrill et al., 2010b; 

Rovin et al., 2012), kam es dadurch zur ersten Neuzulassung eines Medikamentes für den 

SLE seit 56 Jahren: 2011 wurde Belimumab, ein komplett humanisierter BLyS-Antikörper, zur 

Behandlung von Patienten, die trotz Standardtherapie eine hohe SLE-Aktivität aufweisen, 
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zugelassen (La Cava, 2013). Dennoch ist das medikamentöse Armamentarium in vielen 

Fällen unbefriedigend, sodass es weiterhin hohen Bedarf für klinische Studien gibt und 

experimentell weiterhin sehr aggressive Therapieversuche wie z.B. 

Stammzelltransplantationen unternommen werden (Collins and Gilkeson, 2013). Um neue 

Therapien für den SLE zu entwickeln besteht weiterhin die Notwendigkeit zur 

Grundlagenforschung, da nur ein tiefer gehendes Verständnis der Pathogenese eine 

gezielte, effektive und nebenwirkungsarme Therapie ermöglicht. 

 

1.1.4 Tiermodelle des systemischen Lupus erythematodes 

Studien am Menschen sind mit vielen ethischen Problemen verbunden. In der Pathogenese- 

und Therapieforschung kommen daher oft Modellsysteme zur Anwendung. Menschliche 

Zellkultursysteme sind kaum mit ethischen Problemen verbunden, haben aber den Nachteil 

einer starken Reduzierung der in vivo vorhandenen Interaktionen. Tiermodelle bilden diese 

Komplexität besser ab. Verfügbare Modelle reichen mit steigender ethischer Problematik 

von der Verwendung des Fadenwurms Caenorhabditis elegans und der Fruchtfliege 

Drosophila melanogaster über den Zebrafisch Danio rerio bis zu Untersuchungen an 

Mäusen, Schweinen, Hunden und Affen. Großer Stellenwert kommt aktuell dem 

Mausmodell bei, da Mäuse als Säugetiere bzgl. vieler Fragestellungen hinreichend genau die 

humane Biologie wiederspiegeln, die Haltung vergleichsweise einfach ist und es weit 

entwickelte Methoden der genetischen Veränderung der Tiere gibt. Neben der Haltung in 

Form von genetisch homogenen Inzuchtstämmen ist insbesondere die sogenannte Knock-

out-Technologie (Robertson et al., 1986) wichtig. Diese ermöglicht es, einzelne Gene im 

Erbgut der Maus gezielt zu deaktivieren. Anhand des Phänotyps der so generierten Knock-

out(KO-)Maus und den Unterschieden zu Wildtyp(WT-)Mäusen kann in vivo die Funktion des 

ausgeschalteten Gens untersucht werden. 

Der SLE ist nicht auf die Spezies Mensch beschränkt, sondern kommt z.B. auch bei Hunden, 

Katzen, Pferden und Affen vor (Geor et al., 1990; Halliwell, 1982; Lewis et al., 1965; Malinow 

et al., 1982). Dabei sind die Manifestationen des SLE in keiner Spezies gleich der anderen, 

dem humanen sehr ähnlich ist der SLE des Hundes (Lewis et al., 1965). Neben den 

weitestgehend gleichen Organmanifestationen ist das Tiermodell des caninen SLE vor allem 

interessant, da es eines der wenigen Modelle ist, in denen der SLE, so wie auch beim 

Menschen, in einem Wechsel von Exazerbationen und Remissionen verläuft (Fournel et al., 
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1992). Für die Forschung am wichtigsten sind trotz vieler Limitationen die diversen 

Mausmodelle des SLE (Perry et al., 2011): Das älteste und klassische Mausmodell des SLE ist 

die Kreuzung von schwarzen und weißen Neuseeland-Mäusen (New Zealand [Bielschowsky] 

Black / White). Die Filialgeneration (NZB/NZW-F1) entwickelt eine hämolytische Anämie mit 

LE-Zellen im peripheren Blut, eine Typ V Lupusnephritis mit tubulointerstitiellen Infiltraten, 

eine lupoide Hepatitis sowie eine Milzfibrose (Dubois et al., 1966). Die Krankheitsaktivität ist 

in weiblichen Tieren deutlich stärker ausgeprägt, sodass weibliche NZB/NZW-F1-Tiere eine 

durchschnittliche Überlebensdauer von 9 Monaten vs. 14 Monaten bei männlichen Tieren 

haben. Todesursache ist meist die Lupusnephritis. Im Gegensatz zum humanen SLE kommt 

es in diesem Mausmodell nicht zum Auftreten von Antikörpern gegen RNA-Protein-Partikel 

(small nuclear ribonucleoproteins, snRNPs, u.a. Smith-Antigen) und auch nicht zu klinisch 

relevanten Hautveränderungen. Ein weiteres, weit verbreitetes Mausmodell des SLE sind 

Murphy Roths Large (MRL) Mäuse (Andrews et al., 1978). In MRL-Mäusen kommt es sowohl 

bei männlichen wie weiblichen Tieren gleichermaßen unter anderem zum Auftreten einer 

Lupusnephritis und Autoantikörperbildung gegen DNA- und RNA-haltige Strukturen. Die 

Krankheit beginnt allerdings spät und die Tiere erreichen ein Alter von bis zu 24 Monaten. 

Durch das Auftreten einer weiteren Mutation im MRL-Mausstamm kommt es zu einer 

massiven Verschlimmerung des Phänotyps mit sehr hohen Antikörper-Titern, den typischen 

SLE-Hautveränderungen, einer Lupusnephritis, einer Polyarthritis, vaskulitischen 

Myokardinfarkten sowie zusätzlich einer generalisierten Lymphoproliferation. Diese Mäuse 

sterben geschlechtsunabhängig im Alter von 6-8 Monaten. Die zusätzliche Mutation, lpr 

(lymphoproliferation) verändert die Expression des Apoptose-induzierenden Fas-Rezeptors 

(Reap et al., 1995). Die Apotoseinduktion in Lymphozyten ist folglich defekt und durch die 

großen Mengen sekundär nekrotischer Lymphozyten entsteht ein großes Angebot nukleärer 

Antigene, das im SLE-suszeptiblen MRL-Hintergrund den schweren Krankheitsverlauf 

bedingt. Ein Problem des MRL
lpr

- und des NZB/NZW-F1 Modells ist der genetische 

Hintergrund der Tiere. Da die meisten KO-Mäuse nicht in diesen beiden Inzuchtstämmen 

generiert werden, ist zur Verwendung der KO-Tiere im SLE-Modell oftmals eine langwierige 

Rückkreuzung der Tiere erforderlich, um schließlich den gewünschten Gen-Defekt im 

vollständigen genetischen Hintergrund des SLE-Modell-Inzuchtstammes untersuchen zu 

können und Veränderungen so eindeutig dem ausgeschalteten Gen und nicht der bloßen 

Vermischung zweier Inzuchtstämme zuordnen zu können. Eine Alternative dazu ist die 

Verwendung induzierbarer SLE-Modelle, in der Maus steht hierzu die intraperitoneale 
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Injektion der Mäuse mit dem Terpentinoidalkan Pristan (2,6,10,14-Tetramethylpentadecan) 

zu Verfügung, die unter anderem in den sehr weit verbreiteten Inzuchtstämmen C57/Bl6 

und BALB/c zur SLE-Entstehung führt und die direkte Verwendung von KO-Mäusen dieses 

genetischen Hintergrundes erlaubt (Satoh et al., 1995). Eine weitere Möglichkeit besteht 

darin, die oben angesprochene lpr-Mutation des Fas-Rezeptors auf C57/Bl6-Tiere zu 

übertragen. Obwohl C57/Bl6 Mäuse auch im Alter keinerlei Zeichen einer 

Autoimmunkrankheit zeigen, entwickeln C57/Bl6
lpr

-Mäuse, ganz ähnlich den MRL
lpr

-Tieren 

SLE-Manifestationen wie Autoantikörperproduktion gegen Doppelstrang-DNA sowie snRNPs 

und eine Lupusnephritis, auch wenn die Krankheitsaktivität generell geringer ist. Da die 

Fas
lpr

 Mutation im C57/Bl6-Inzuchtstamm ausreichend ist, eine SLE-ähnliche Erkrankung zu 

erzeugen, können diese Tiere direkt mit KO-Mäusen aus einem C57/Bl6-Hintergrund 

verpaart werden, ohne die Syngenität des Inzuchtstammes zu zerstören.  

 

Abbildung 1-2 Schema wichtiger Komponenten des Immunsystems [mod. nach (Fauci, 2008)] 

CD=cluster of differentiation; HLA=humanes Leukozytenantigen; Ig=Immunglobulin; IFN=Interferon; 

IL=Interleukin;Th1/2=T-Helferzelle Typ 1/2; TR=regulatorische T-Zelle 
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1.2 Das Immunsystem 

Die Zellzahl des menschlichen Körpers wird in der Größenordnung von 10
14 

geschätzt, wobei 

nur 10% dieser Zellen eukaryotisch sind (Savage, 1977). Die überwältigende Mehrheit der 

Zellen in unserem Körper sind Darmbakterien, die nicht unser Genom teilen (Gill et al., 

2006) und daher im eigentlichen Sinne als „fremd“ anzusehen sind. Keine der mehreren 

hundert bakteriellen Spezies, die als Kommensalen ständig die Darmmukosa besiedeln 

(Eckburg et al., 2005), wird jedoch angegriffen, während Pathogene wie Meningokokken 

oder Pseudomonaden im Regelfall wirkungsvoll eradiziert werden (Consortium, 2012). Dies 

ist Ausdruck der hoch differenzierten Aktivität unseres Immunsystems. Seine Aufgaben sind: 

1. effektive Bekämpfung von Pathogenen aus dem breiten Spektrum von Bakterien über 

Pilze und Protozoen bis hin zu Viren, 2. Kontrolle und Akzeptanz der Gesamtheit der 

symbiontischen Kommensalen (wenngleich „Fremd“), 3. Eliminierung neoplastischer, 

ursprünglich körpereigener Zellen („immunological surveillance“) und, wie bereits Paul 

Ehrlich treffend erkannte, am wichtigsten, 4. Toleranz von körpereigenen Strukturen 

(„Selbst“). Abbildung 1-2 zeigt die einzelnen Komponenten sowie die gebräuchliche 

Unterteilung des Immunsystems in innaten und adaptiven Schenkel. Das innate 

Immunsystem ist evolutorisch älter und in Teilen bereits in der Fruchtfliege (Drosophila 

melanogaster) vorhanden (Gilmore and Wolenski, 2012). Ihm obliegt die einerseits schnelle, 

andererseits immer gleich ablaufende Antwort auf Pathogene. Unter dem Begriff „Innate 

Immunität“ werden gewöhnlich als humorale Komponenten v.a. das Komplementsystem 

sowie diverse antimikrobielle Peptide und als zelluläre Komponenten verschiedene 

Entzündungszellen, aber auch Epithelzellen zusammengefasst (siehe auch Tabelle 1-3). Dem 

gegenüber steht der jüngere adaptive Schenkel (Janeway and al., 2008c), der durch 

somatisch Gen-Rearrangements von Rezeptoren (Antikörper und T-Zell-Rezeptoren, TCRs) 

hochspezifische Immunantworten generiert und das immunologisches Gedächtnis ausbildet, 

jedoch zur vollen Ausbildung der Immunreaktion länger benötigt. Die „adaptive Immunität“ 

basiert humoral auf Antikörpern verschiedener Subklassen und zellulär auf Lymphozyten 

(v.a. sog. B- und T-Zellen). Die Immunantwort basiert auf dem Zusammenspiel der 

Komponenten beider Systeme, und obwohl es einige Moleküle und Rezeptoren gibt, die 

vorzugsweise einem der beiden Schenkel zugeordnet werden können, gibt es nur sehr 

wenige Komponenten, die ausschließlich innat oder adaptiv sind, sodass die Trennung heute 

hauptsächlich didaktische, kaum aber biologische Bedeutung hat. 
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1.2.1 Innate (= angeborene) Immunität 

Neben hämatopoetischen Zellen sind Epithelzellen ein unersetzlicher Teil der angeborenen 

Immunität. Epithelzellen der Haut und insbesondere der Darmmucosa haben als mechano-

chemische Barriere den ersten Kontakt zu Pathogenen. Die Bedeutung des Epitheliums wird 

an genetischen Barrieredefekten deutlich, die mit chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen und atopischer Dermatitis assoziiert sind (Boguniewicz and Leung, 2011; 

Khor et al., 2011). Oberflächenepithelien produzieren antimikrobielle Peptide (z.B. Lysozym, 

Defensine), die Pathogene vollständig abtöten (in der Lunge) (Janeway and al., 2008a), 

 

Tabelle 1-3 Die wichtigsten Bestandteile des Immunsystems 

 Innate Immunität Adaptive Immunität 

humorale 

Komponenten 

MBL, SLPI, Histatin, Pentraxine, 

Cathelicidin, Lysozym, 

Komplement(system),                    

α- & β- Defensine 

Antikörper vom A-, D-, E-, G- und M- Typ 

zelluläre 

Komponenten 

Epithelzellen, DCs, MΦs, NK-

Zellen, Mastzellen, Granulozyten 
B- und T- Lymphozyten 

wichtige 

Rezeptoren 

C-Typ Lektine, TLRs, RLRs, NLRs, 

FcRs, KIRs, NCRs, NKG2D, CRs, 

MHC-Moleküle 

BCR, TCR, CD4, CD8 

Effektor-

moleküle 
NO, ROS, Granulysin Perforin, Granzym B, LT, FasL 

Signalstoffe 
Typ 1- IFNs,IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, 

CCL-2, CCL-5 

Typ 2-IFN, IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-17, IL-21, 

BLyS 

BCR = B-Zell-Rezeptor, BLyS = B-Lymphozyten-Stimulator, CCL = Chemokin vom C-C-Typ, CD = cluster of differentiation, 

CR = Komplementrezeptor, DC = dendritische Zelle, FcR = Fc-Fragment Rezeptor, IFN = Interferon, IL = Interleukin, KIR 

= NK-Zell Ig-like Rezeptor , MBL= Mannose-bindendes Lektin, MHC = Haupthistokompatibilitätskomplex, Mφ = 

Makrophage, NCR = NK-Zell-Rezeptor, NKG2D = NK-Zell Gruppe 2, Protein D, NK-Zelle = Natürliche Killerzelle, NLR = 

NOD-like Rezeptor, NO = Stickstoffoxid, RLR = RIG-I-like Rezeptor, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, SLPI = 

sekretorischer Leukoprotease-Inhibitor, TCR = T-Zell-Rezeptor, TLR = Toll-like Rezeptor 
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zahlenmäßig reduzieren (auf der Haut) (Gallo and Hooper, 2012) oder zumindest die 

Zusammensetzung beeinflussen (im Darm) (Gareau et al., 2010). Auch die Epithelien 

parenchymatöser Organe haben immunologische Funktionen, so synthetisieren 

Hepatozyten die meisten Faktoren des Komplementsystems (Pontoglio et al., 2001) und die 

Akutphaseproteine (Bauer et al., 2013). Diese werden erst als Antwort auf das Eindringen 

von Pathogenen in den Körper gebildet (Dinarello, 1984), weshalb sie in der Diagnostik der 

systemischen Infektion und Entzündung großen Stellenwert haben (Gabay and Kushner, 

1999). Das Komplementsystem ist dagegen konstitutiv im Blut aktiv. Im Komplementsystem 

sind drei unterschiedliche Startreaktionen mit einer gemeinsamen Endstrecke angelegt. Der 

klassische Reaktionsweg verbindet dabei adaptive und innate Immunität, da der 

Komplementfaktor C1 an das konstante Fragment (Fc) eines Antikörpers bindet. Die C1q-

Untereinheit kann manche Oberflächenstrukturen auf Pathogenen direkt binden, diese 

Reaktion wird aber entscheidend verstärkt, wenn das Pathogen vorher bereits von einem 

Antikörper erkannt und gebunden wurde, was im Normalfall eine adaptive Immunreaktion 

voraussetzt. Allerdings sind in diesem Zusammenhang spezielle, sog. „innate-like 

lymphocytes“ (ILL; B1-Zellen und Marginalzonen-B-Zellen, MZB-Zellen)(Walker et al., 2013) 

zu nennen. Während der Pool von B2-Zellen (klassische B-Zellen, siehe Kapitel 1.2.2) eine 

schier unbegrenzte Vielzahl an Antikörpern unterschiedlicher Spezifität herstellt, stellen ILLs 

ein stark begrenztes Spektrum natürlicher Antikörper her. Während B1-Zellen ihre 

Antikörper in die Pleura- und Peritonealhöhle sezernieren (Clarke and Arnold, 1998), geben 

MZB-Zellen in der Milz die Antikörper direkt ins Blut ab (Weill et al., 2009). Natürliche 

Antikörper, deren Produktion bei wiederholter Pathogenexposition nicht verändert ist 

(Janeway and al., 2008b), spielen in vivo eine besondere Rolle bei der Abwehr von 

bekapselten Bakterien, z.B. Streptococcus pneumoniae (Guinamard et al., 2000). Neben der 

„klassischen“ Aktivierung des Komplementsystems durch Antikörper gibt es die Möglichkeit 

der Aktivierung an pathogenspezifischen Oberflächen, z.B. Pilzzellwänden durch Mannose-

bindendes Lektin (MBL), ein Mitglied der sogenannten Mustererkennungsrezeptoren 

(pattern recognition receptors, PRRs). Im dritten, alternativen Reaktionsweg bindet spontan 

gebildetes C3-Komplement eine Oberfläche. Fehlen an dieser Oberfläche körpereigene 

Inhibitionsmechanismen kommt es zur weiteren Aktivierung. Alle drei Reaktionswege 

vereinigen sich in der Reaktionskaskade unterhalb von C3 und können dann zwei 

Funktionen ausüben: Aktives, gebundenes C3 (C3b) wirkt einerseits opsonisierend, 
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andererseits startet es die gemeinsame Endstrecke, die zur Bildung des Membran-

attackierenden Komplexes (MAC) und damit zur Lyse der Zielzelle führt.  

Die Phagozytose, also die aktive Aufnahme von Pathogenen, zellulärem Debris oder 

anderem geformten, extrazellulären Material (Metchnikoff and Binnie, 1905), mit dem Ziel 

der Elimination dieser Elemente obliegt spezialisierten Zellen, insbesondere Granulozyten 

(polymorphonukleäre Zellen, PMCs), Makrophagen (MΦs), dendritischen Zellen (DCs) und B-

Zellen (Underhill and Ozinsky, 2002), wobei die letzten drei auch als Antigen-präsentierende 

Zellen (APCs) zusammengefasst werden. Die Phagozytose von Pathogenen wird durch 

vorhergehende Opsonisierung erleichtert. Den Phagozyten stehen dafür drei Klassen von 

Rezeptoren zur Verfügung: die Komplementrezeptoren (CR), von denen es vier verschiedene 

Subtypen gibt (CR1/CD35, CR2/CD21, CR3/CD11b, CR4/CD11c)(Carroll, 1998), die Fc-

Rezeptoren, die den nicht Antigen-bindenden Teil von Antikörpern erkennen und von denen 

es je Antikörper-Klasse mehrere gibt (Heyman, 2000), sowie Scavenger-Rezeptoren 

(Pluddemann et al., 2007). Diese Rezeptoren werden von den verschiedenen Zellen 

differenziell exprimiert und ihre Expression wird daher auch zur Identifikation der jeweiligen 

Zellen herangezogen. Während PMCs die ersten Phagozyten sind, die im Rahmen einer 

Immunreaktion im Gewebe in großer Zahl eintreffen, Pathogene eliminieren und dann 

selbst zugrunde gehen (Mayadas et al., 2013), sind MΦs und insbesondere DCs ein 

entscheidendes Bindeglied zwischen der innaten und der adaptiven Immunität. Diese 

beiden Zelltypen prozessieren aufgenommenes Material (Blum et al., 2013). Außerdem 

haben diese Zellen verschiedene Rezeptoren für PAMPs und DAMPs (siehe Abschnitt 1.3), 

die es ihnen ermöglichen, beim Inhalt ihrer Phagosomen zwischen endogen und 

ungefährlich sowie exogen und infekt-assoziiert zu unterscheiden. Während nun MΦs vor 

allem Signale amplifizieren und dadurch pro- oder antientzündliche Mikromillieus schaffen 

(Weidenbusch and Anders, 2012), präsentieren DCs Antigene für T- und B-Zellen (Neefjes et 

al., 2011). In Abwesenheit von Gefahrsignalen führt dies zur Toleranzinduktion, bei 

Vorliegen einer Infektion werden die Lymphozyten „lizensiert“, was den der adaptiven 

Immunantwort darstellt. 

 

1.2.2 Adaptive (=erworbene) Immunität 

Als adaptive Immunantwort wird die Antigen-spezifische Produktion von Antikörpern durch 

spezialisierte, ausdifferenzierte B-Zellen sowie das ebenfalls Antigen-spezifische Abtöten 
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von körpereigenen, infizierten Zielzellen durch T-Zellen bezeichnet. Während Antikörper, 

die integraler Bestandteil der B-Zell-Rezeptoren sind, freie Antigene direkt binden können, 

benötigen T-Zellen für die Bindung ihrer T-Zell-Rezeptoren an die Zielstruktur einen 

besonderen molekularen Kontext. Die Moleküle werden als humane Leukozyten-Antigene 

(HLA) bzw. in der Maus als major histocompatibility complex (MHC) bezeichnet. 

Zytotoxische T-Zellen binden mit Hilfe ihrer CD8-Oberflächenrezeptoren HLA-Moleküle der 

Klasse I, die von allen Körperzellen außer Erythrozyten exprimiert werden. Die T-Helferzellen 

erkennen ihre Zielstrukturen im Kontext von HLA/MHC-Molekülen der Klasse II, an die sie 

mit CD4-Oberflächenmolekülen binden. MHC II-Moleküle werden normalerweise nur von 

APCs exprimiert und den T-Helferzellen, die selbst nicht direkt zytotoxisch sind, kommt im 

Rahmen der Immunreaktion eine regulatorische Rolle zu, da sie APCs, die das passende 

Peptid präsentieren, sowohl aktivieren als auch supprimieren können. Inzwischen sind 

sieben verschiedene Subtypen von CD4+ T-Helferzellen mit unterschiedlichen Funktionen 

bekannt: Th1-, Th2,- Th9-, Th17-, Th22-, regulatorische Treg- und follikuläre TFH- Zellen 

(Baumjohann and Ansel, 2013). Die Funktionen von Th1-, Th2- und Th17-Zellen sind am 

besten bekannt und liegen jeweils in der Unterstützung der Immunantwort gegen 

intrazelluläre Bakterien und Viren (Th1), gegen Helminthen (Th2) und gegen extrazelluläre 

Bakterien und Pilze (Th17), während Treg- Zellen Immunantworten unterdrücken und TFH- 

Zellen eine entscheidende Rolle in der Unterstützung von B-Zellen für die 

Antikörperproduktion haben. Über die Funktionen von Th9 und Th22 ist außer der 

Beteiligung dieser an der Pathogenese der Psoriasis (Akdis et al., 2012) und der Beteiligung 

jener an der Pathogenese des Asthma bronchiale (Kaplan, 2013) bislang wenig bekannt.  

Die hohe Spezifität der adaptiven Immunreaktion basiert auf hochvariablen Rezeptoren, die 

je nach Zellart als B- oder T-Zell-Rezeptoren (BCRs und TCRs) bezeichnet werden. Die 

Vielzahl an individuellen Rezeptoren ist in ihrer endgültigen Form genetisch nicht in der 

Keimbahn gespeichert, sondern entsteht durch genetische Rekombination vorhandener 

Rezeptorelemente (sog. V(D)J-Kassetten) in individuellen B- und T-Zellen. Auf diese Weise 

können bis zu 10
9
 verschiedene Rezeptoren generiert werden. BCRs und TCRs entstehen 

parallel zur Differenzierung der B- und T-Zellen (siehe Abbildung 1-4). Die Ausreifung der B-

Zellen findet direkt im Knochenmark statt, wo die Stammzellen aller Lymphozyten sich 

kontinuierlich selbst erneuern. Die T-Zell-Vorläufer wandern vom Knochenmark in den 

Thymus und reifen dort weiter aus. Die genetische Rekombination, die zur Entstehung der 

Plethora an BCRs und TCRs führt, ist in vielen Lymphozyten nicht erfolgreich. Die Zellen, 
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deren Rezeptoren nach Rekombination keine Funktionalität haben, werden durch Apoptose 

eliminiert. Da ein intakter Rezeptor Voraussetzung für das Empfangen von 

Überlebenssignalen an die Lymphozyten ist, wird der Vorgang auch als positive Selektion 

bezeichnet. Davon abzugrenzen ist die negative Selektion: das B- und T-Zellrezeptor-

Repertoire darf keine Rezeptoren enthalten, die sich gegen körpereigene Strukturen richten. 

Die negative Selektion ist in B- und T-Zellen aufgrund der unterschiedlichen 

Bindungscharakteristika ihrer Rezeptoren unterschiedlich verwirklicht: B-Zellen, die im 

pathogen-freien Knochenmark mit ihrem BCR eine Antigenbindung zeigen, die über dem für 

die positive Selektion notwendigen, sehr niedrigen Aktivierungsniveau liegt, können nicht 

weiter ausreifen. Entweder sie verändern die Spezifität ihres BCR (auch als receptor editing 

bezeichnet) (Nemazee, 2000) oder werden durch Apoptose eliminiert; T-Zellen, bei denen 

die Rezeptorbindung zellgebunden stattfindet, werden im Thymusmark eliminiert, wenn sie 

an Zellen binden, die testweise körpereigene Peptide sämtlicher Gewebe präsentieren 

(Klein et al., 2009). Nach Abschluss der Ausreifung wandern B- und T-Zellen in die 

sekundären lymphatischen Organe ein, wo sie auf den ersten Kontakt mit den Zielstrukturen 

ihrer Rezeptoren warten. Findet dieser statt, kommt es im Falle der B-Zellen unter TFH- Zell-

Hilfe zur Keimzentrumsreaktion an deren Ende die Entstehung unzähliger Antigen-

spezifischer Plasmazellklone oder Gedächtnis-B-Zellen steht, im Falle von der T-Zellen zu 

deren Aktivierung und damit der Ausführung ihrer Subtyp-spezifischen Funktionen. 

Abbildung 1-4 B- und T-Zellreifung [mod. nach (Engel and Murre, 2001)] 

c-kit=Stammzell-Rezeptortyrosinkinase; DN=CD4/CD8 doppelt negativ; CD=cluster of differentiation; 

Ig=Immunglobulin; κ/λ=Antikörperleichtketten; DJµ=Antikörperschwerketten;CLP=common lymphocyte 

progenitor;TCR=T-Zell-Rezeptor; ISP=unreife einfach positive T-Zelle; DP=CD4/CD8 doppelt positive T-Zelle; 

Imm. B= unreife B-Zelle 
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1.3 Autoimmunität und SLE 

1.3.1 Genetisch bedingter Toleranzverlust und Umweltfaktoren 

Obwohl die Ätiologie des SLE nur unvollständig verstanden ist, geht man davon aus, dass 

sich die charakteristische Autoantikörperproduktion gegen Zellkernbestandteile auf dem 

Boden einer genetischer Suszeptibilität entwickelt. Neben den seltenen Fällen des monogen 

vererbten SLE (Belot and Cimaz, 2012) haben im vergangenen Jahrzehnt Genom-weite 

Assoziationsstudien (GWAS) genetische Polymorphismen identifiziert, die überzufällig oft 

mit dem Auftreten von SLE assoziiert sind. Analysiert man die so identifizierten Proteine 

(zusammengefasst in Tabelle 1-5) nach Funktionen und Signalwegen, lassen sich im 

Wesentlichen drei Gruppen erkennen (Liu and Davidson, 2012): 1) Proteine mit Funktionen 

beim Abbau von Zelldebris und Nukleinsäure-haltigen Immunkomplexen (NS-IKs), 2) 

Proteine, die in PRR-, IFN- oder andere Zytokinsignalwege involviert sind und 3) Proteine, 

die in der Aktivierung von B- und/oder T-Zellen eine Rolle spielen. Analog dazu ist das 

pathogenetische Konzept des SLE: a) durch eine Unfähigkeit des Immunsystems, die  

 

Tabelle 1-5 Lupus-Suszeptibilitätsgene [mod. nach (Deng and Tsao, 2013)] 
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Milliarden abgestorbener Zellen und deren Kernreste, die Komplement-vermittelt von 

natürlichen Ak vom IgM-Typ gebunden werden und so NS-IKs bilden, (Ravichandran and 

Lorenz, 2007) effizient abzubauen, kommt es b) zur Erkennung der DNA- und RNA-haltigen 

Moleküle und subsequent zur Ausbildung einer pseudo-viralen Immunreaktion (Anders, 

2009) mit Typ 1 Interferon-Ausschüttung (Bennett et al., 2003) und parallel c) zum Auftreten 

von gegen Zellkernbestandteile gerichteten Autoantikörpern aufgrund aberranter B- und T-

Zell-Aktivierung (Tsokos, 2011), wodurch (d) ein meist irreversibler Organschaden entsteht. 

Während unter homöostatischen Bedingungen vor allem Makrophagen für den Abbau 

apoptotischer Zellen wichtig sind (Lech et al., 2012), spielen z.B. bei Infekten auch 

Monozyten und Neutrophile eine Rolle (Bosch, 2011). Auch dendritische Zellen 

phagozytieren Zelldebris und exprimieren Bestandteile dann im Kontext von tolerogenen 

Signalen, was in T-Zellen entweder Anergie oder eine Differenzierung zu Tregs induziert, um 

so eine Immunantwort gegen Selbstantigene aktiv zu unterdrücken (Steinman et al., 2003). 

Durch die sterile Entzündungsreaktion werden unter dem Einfluss von PRR- und 

Zytokinsignalen von den DCs stimulatorische Moleküle exprimiert, die nun T- und auch B-

Zellen „lizensieren“, also eine proentzündliche Differenzierung induzieren (Hivroz et al., 

2012). Unter dem Einfluss der aktivierten Th-Zellen und der DCs, die unter anderem den B-

Lymphozyten-Stimulator BLyS (Synonym: B-Zell-aktivierender Faktor, BAFF) ausschütten, 

kommt es zur Plasmazelldifferenzierung von autoreaktiven B-Zellen, die dann große 

Mengen Autoantikörper produzieren (Hahn, 2013). Die Autoantikörper sind, unter anderem 

zusammen mit Th17-Zellen und den Effekten der proentzündlichen Zytokine auf das 

Gefäßendothel, auch entscheidend an der Entstehung der Endorganschäden beim Lupus 

beteiligt. Bei der Lupusnephritis führen die subendotheliale und mesangiale Einlagerung von 

NS-IKs zur Aktivierung der Endothel- und Mesangialzellen, die in der Folge durch 

Chemokinproduktion den Influx von pro-entzündlichen Monozyten und T-Zellen triggern, im 

weiteren Verlauf kommt es durch subepitheliale NS-IK-Einlagerung zur Podozytenapotose 

und Proteinurie (Davidson and Aranow, 2010). In der Niere und evtl. auch in anderen 

Organen führt die Rekrutierung von Th17-Zellen zu einer sterilen Gewebsentzündung (Shin 

et al., 2011), die über verschiedene Mechanismen parenchymatöse Zellen zerstört (Wallach 

et al., 2014). In den Gefäßen aller Organe kann es zu zytokin-induzierten Endothelschäden, 

beschleunigter Atherosklerose und subsequentem hypoxisch-ischämischem 

Gewebeschaden kommen (Narshi et al., 2011). Durch den so entstehenden Organ- und 
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Zellschaden kommt es zum erhöhten Anfall von Zelldebris - ein circulus vitiosus ist 

entstanden (Liu and Davidson, 2012). 

Aufgrund der zehnfach höheren Inzidenz des SLE bei Frauen wurden Östrogene früh als 

zumindest Krankheits-modifizierend vermutet. Tatsächlich sind Hormonsubstitution in der 

Postmenopause bei SLE-Patientinnen mit einer erhöhten Rate an Schüben (Buyon et al., 

2005) und erhöhte Östrogenspiegel in der Schwangerschaft mit erhöhter Lupusinzidenz 

verbunden (Ruiz-Irastorza et al., 1996), doch zeigen sowohl Tiermodelle wie auch klinische 

Beobachtungen beim Klinefelter- (XXY) und beim Turner-Syndrom (X0) zusätzlich einen 

Dosiseffekt von X-chromosomalen Genen (Smith-Bouvier et al., 2008). Neben der 

Hormonsubstitutionstherapie sind als Umweltfaktoren insbesondere UV-Exposition (Hahn, 

2008), die in 70% der Patienten einen Schub auslöst, Rauchen (Ekblom-Kullberg et al., 2013) 

und wahrscheinlich eine stattgehabte EBV-Infektion (James et al., 2006) zu nennen. 

Ebenfalls ist bei den Umweltfaktoren der medikamentös induzierte Lupus zu nennen.  

 

1.3.2 Mechanismen der Immunisierung gegen nukleäre Antigene 

Die für den SLE typische Immunisierung gegen Kernantigene basiert auf der Erkennung 

dieser Moleküle durch Mustererkennungsrezeptoren (PRRs). Eine Übersicht über die 

verschiedenen PRRs und ihre Funktion im Rahmen der Infektabwehr sowie der 

Autoimmuität zeigt Tabelle 1.6. Für den SLE als pseudoviralen Entzündungsvorgang sind 

daher besonders PRRs wichtig, die zur Abwehr von Virusinfektionen dienen. Die Familie der 

Toll-like Rezeptoren (TLRs) umfasst beim Menschen 9 Mitglieder (Kawai and Akira, 2010). 

Alle TLRs sind Transmembranproteine, wobei TLR1, TLR2, TLR4 sowie TLR5 an der äußeren 

Zellmembran lokalisiert sind und extrazellulär ihre Liganden, sog. Pathogen-assoziierte 

molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) detektieren, während 

TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 Bestandteil der endosomalen Zellmembran sind, sodass sie 

PAMPs im Inhalt der Endolysosomen erkennen. Die endosomalen TLRs binden 

Nukleinsäuren, wobei TLR3 doppelsträngige Ribonukleinsäuren (dsRNA) detektiert, TLR7 

sowie TLR8 einzelsträngige Ribonukleinsäuren (ssRNA) und TLR9 unmethylierte 

Cytosin/Guanin-reiche CpG-Desoxyribonukleinsäuren (DNA) (Kawai and Akira, 2010). 

Insbesondere TLR7 und TLR9 spielen daher für die Pathogenese des SLE eine Rolle, da ihre 

Liganden in Zellkernen in großen Mengen vorkommen und daher auch Zielstrukturen der 

Autoantikörper im SLE sind (Nickerson et al., 2010). Interessant ist auch die Rolle von TLR2 
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Tabelle 1-6 Verschiedene Familien und wichtige Vertreter der PRRs 

Mustererkennungsrezeptor  korrespondierende(s) Pathogen(e)  endogene Liganden  

Toll-like Rezeptoren (TLRs):  
  

TLR2-TLR1 und TLR2-TLR6-

Heterodimere  

Streptococcus pneumonie, Staphylococcus aureus, 

Mycobacterium leprae, Borrelia burgdorferi, Neisseria 

meningitidis, Mycoplasma pneumoniae, Masern, HSV1, 

Cryptococcus neoformans, Hefepilze  

Versican, Biglycan, 

HMGB1, cardiales Myosin, 

Urate  

TLR4/MD-2/CD14  gramnegative Bakterien , RSV  
Biglycan, HMGB1, 

Fibrinogen, S100-Proteine  

TLR5  begeißelte Bakterien  
 

TLR3  Reoviridiae, West Nile Virus, Influenza A, HSV-1  
RNA von nekrotischen 

Zellen  

TLR7 (+ TLR8 beim Menschen)  HIV, Influenza-Virus  endogene RNA  

TLR9  verschiedene Bakterien, HSV-1, HSV-2, Plasmodien  endogene DNA  

RIG-like Rezeptoren (RLRs):  
  

RIG-I  Flaviviridiae  Ubiquitinketten  

MDA5  Picornaviridiae  
 

NOD-like Rezeptoren (NLRs):  
  

NOD1  verschiedene Bakterien  
 

NOD2  Mykobakterium tuberculosis  
 

NLRP3  
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Adenoviren, Influenza-Virus  

ROS, Harnsäure- und 

Cholesterinkristalle, ATP  

C-Typ Lektine (CLRs):  
  

MMR (CD206)  
Pneumocystis jirovecii, Leishmania donovani, HIV, 

Influenza-Virus  

L-Selectin, lysosomale 

Hydrolasen  

Dectin-1  Hefepilze  Vimentin, T-Zellen  

DC-SIGN  Helicobacter pylori, HIV, Candida albicans  IgG  

Andere Rezeptoren:  
  

Scavenger-Rezeptor A  

Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes, 

Neisseria meningitidis, Enterococcus faecalis, 

Mycobakterium tuberculosis  

AGEs, oxLDL, Aß-Protein, 

apoptotische Zellreste, 

Biglycan  

Scavenger-Rezeptor B  Plasmodium falciparum  (ox)LDL, APO-Zellen  

MARCO  Escherichia coli, Staphylococcus aureus  oxLDL, APO-Zellen, MZBCs  

RAGE  
 

AGEs, HMGB1  

P2X7  
 

ATP  

AIM2  verschiedene Bakterien und DNA-Viren  Doppelstrang-DNA 

Zellmembrangebundene PRRs weiß, endosomale PRRs hellgrau und intrazelluläre PRRs dunkelgrau hinterlegt; 

AGE = advanced glycation end product, AIM2 = absent in melanoma-2, APO-Zellen = apoptotische Zellreste, ATP 

= Adenosintriphosphat, CD = cluster of differentiation, DC-SIGN = dendritic cell-specific intercellular adhesion 

molecule-3-grabbing non-integrin, DNA = Desoxyribonukleinsäure, HMGB1 = high mobility group protein 1, HIV 

= humanes Immundefizienzvirus, HSV = Herpes simplex virus, Ig = Immunglobulin, MARCO = macrophage 

receptor with collagenous structure, MDA5= melanoma differentiation-associated protein 5, MMR = 

Mannoserezeptor, oxLDL = oxidated low-density lipoprotein, NOD = nucleotide-binding oligomerization domain, 

NLRP3 = NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3, P2X7 = ATP-spezifischer Purinozeptor 7, RAGE = 

Rezeptor für AGE, RIG-I= retinoic acid inducible gene I, RNA = Ribonukleinsäure 
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und TLR4, die LPS und andere bakterielle PAMPs erkennen, im Tiermodell die SLE-

Pathogenese fördern und damit eine der Grundlagen für die Abhängigkeit des SLE auch von 

Umweltfaktoren bilden (Lartigue et al., 2009). Neben den TLRs gibt es auch PRRs, die den 

Intrazellulärraum überwachen und ebenfalls vor allem virale Pathogene erkennen, 

insbesondere retinoic acid inducible gene I (RIG-I)-like-Rezeptoren (RLRs) (Akira et al., 2006). 

Nach Ligandenbindung der PRRs startet eine Signalkaskade, an deren Ende die Freisetzung 

von Entzündungsmediatoren und damit der Beginn der Immunantwort steht. Die 

Signalkaskade beinhaltet immer mehrere Adapterproteine zur Signalamplifikation und –

regulation und zur Integration von Signalen verschiedener PRRs in einer Zelle. Die 

wichtigsten Signalwege der PRRs sind in Abbildung 1-7 dargestellt und sollen kurz näher 

erläutert werden [nach (Kawai and Akira, 2010)]: Alle TLRs besitzen eine intrazelluläre Toll-

like/Interleukin-1-Rezeptor (TIR)-Domäne, die sie, wie in der Abbildung zu sehen, auch mit 

einigen IL-Rezeptoren teilen. Diese TIR-Domäne ist die Andockstelle für die verschiedenen 

TLR-Adaptermoleküle Myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88), TIR-

domain containing adaptor protein (TIRAP), TIR-domain-containing adapter-inducing 

interferon-β (TRIF) und TRIF related adaptor molecule (TRAM), die ebenfalls eine TIR-

Domäne enthalten. Die selektive und zwischen den TLRs unterschiedliche Rekrutierung der 

Adaptermoleküle kann bereits darüber entscheiden, welche pro-entzündlichen Moleküle am 

Ende der Kaskade freigesetzt werden. Hierbei führt der MyD88- Signalweg bevorzugt via IL-1 

receptor–associated kinases (IRAK) 4, IRAK1, IRAK2, TNF receptor associated factor (TRAF) 6 

und transforming-growth-factor- β -activated kinase (TAK1) zur Aktivierung des nuclear 

factors κB (NF-κB) oder verschiedener mitogen-assoziierter Proteinkinasen (MAPKs), 

während der TRIF- Signalweg einerseits via TRAF6 und TAK1 NF-κB aktivieren kann, 

andererseits aber auch über TRAF3 und TRAF family member-associated NF-κB activator 

(TANK-) binding kinase (TBK) 1 den Interferon-regulatorischen Faktor (IRF) 3. In DCs und 

MΦs kann MyD88 zusätzlich IRF5 aktivieren, in plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs), 

einem speziellen DC-Subtyp, aktiviert der MyD88- Signalweg auch IRF7. Auch der RLR-

Signalweg aktiviert über IFN-b-promoter stimulator 1 (IPS-1), TRAF3 und TBK1 letztlich IRF3, 

sodass hier die RLR- und TLR/TRIF- Signalwege konvergieren. CLRs besitzen eine 

intrazelluläre immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM)- Domäne, an die 

spleen tyrosine kinase (SYK) bindet, welches subsequent sowohl NF-κB als auch den 

Transkriptionsfaktor nuclear factor of activated T-cells (NFAT) aktivieren kann. Wie bereits 

erwähnt, gibt es für alle Signalwege auch Inhibitoren, regulatorische Proteine, die den pro- 
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Abbildung 1-7 Signalwege der Mustererkennungsrezeptoren [modifiziert nach (Trinchieri and Sher, 2007)] 

ITAM=Immunorezeptor tyrosin-basiertes Aktivierungsmotif; TIR=Toll/Interleukin-1-Rezeptor; CARD=Caspasen-

Aktivierungs- und Rekrutierungsdomain; IL=Interleukin; SYK=spleen tyrosine kinase;LPS=Lipopolysaccharid 

 

entzündlichen Informationsfluss hemmen und so zur Homöostase beitragen. Insbesondere 

sind hier für den TLR-NF-κB-Signalweg SIGIRR, TANK, A20, IRAK-M zu nennen (Lech et al., 

2011a; Lech et al., 2008). Am Ende der geschilderten PRR-Signalwege steht die Aktivierung 

eines Transkriptionsfaktors, seine Translokation in den Zellkern und die Transkription pro-

entzündlicher Mediatoren. Die größte Bedeutung haben NF-κB und die Interferon-

regulatorischen Faktoren (IRFs) (Honda and Taniguchi, 2006). Der Transkriptionsfaktor NF-κB 

ist aus zwei Untereinheiten zusammengesetzt. Im klassischen Signalweg werden 

Heterodimere aus zwei nach ihrem Molekulargewicht als p50 und p65 bezeichneten 

Proteinen gebildet, der so zusammengesetzte NF-κB ist unter homöostatischen 

Bedingungen an seinen Inhibitor IκB gebunden, kann nicht in den Nukleus translozieren und 

ist inaktiv. Bei PRR-Aktivierung wird über die beschriebenen Signalwege die IκB-Kinase (IKK) 

aktiviert, die nun zunächst IκB phosphoryliert. Anschließend kommt es zur Ubiquitinylierung 

von IκB, NF-κB wird freigesetzt und transloziert in den Nukleus. Dort bindet er das DNA-

Motiv 5‘-GGGRNNYYCC-3‘ (N= beliebige Base, R= Purinbase, Y= Pyrimidinbase), die 
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sogenannte κB-site in den Promotoren seiner Zielgene, die dadurch vermehrt transkribiert 

und subsequent exprimiert werden. Beispiele für Zielgene sind die pro-entzündlichen 

Zytokine IL-1, IL-2, IL-6, IL-12p70 und TNF-α sowie Typ 1 Interferone, aber auch die 

Expression von MHC-Molekülen an der Zelloberfläche und die Proliferation, insb. von T-

Zellen, steigt unter dem Einfluss von NF-κB. NF-κB kann in B- und T-Lymphozyten auch über 

andere Oberflächenrezeptoren wie den BLyS-Rezeptor, CD27, CD40 oder OX40 aktiviert 

werden.  

 

1.3.3 Die Familie der Interferon-regulatorischen Faktoren 

Die IRFs sind eine Familie von 9 Transkriptionsfaktoren, die ein unterschiedliches Ausmaß an 

Homologie zueinander aufweisen. Alle IRFs besitzen eine N-terminale DNA-Bindedomäne, 

welche das auch als IFN-stimulated response element (ISRE) bezeichnete DNA-Motiv 5‘-

AANNGAA-3‘ bindet. Der C-Terminus der IRFs vermittelt Protein-Protein-Interaktionen mit 

anderen Transkriptionsfaktoren und hat autoregulatorische Funktionen. Gemäß der 

Homologie der Aminosäuresequenz lassen sich zwei Gruppen bilden: IRF3-IRF9, deren C-

Termini starke Ähnlichkeit mit der MH2-Domäne von SMAD-Proteinen haben sowie IRF1 

und IRF2, deren C-Termini homolog zueinander sind, sich aber von den restlichen Vertretern 

unterscheiden. Die verschiedenen IRFs unterscheiden sich in ihrem Expressionsmuster in 

verschiedenen Zelltypen sowie in ihrer Rolle in den PRR-Signalwegen. IRF1 induziert in DCs 

und MΦs nach Aktivierung über MyD88 (insbesondere im Kontext des TLR-9-Signalweges 

und bei TNF-α Stimulation) unter anderem IFN-β sowie IL-12p70 und wird dabei von IRF2 

inhibiert. IRF3 und IRF7, die beiden IRFs mit der größten Homologie zueinander, können im 

Rahmen des RLR- und TLR-Signalweges von TBK-1 und IKK phosphoryliert und aktiviert 

werden, ihre Zielgene sind vor allem Typ 1 Interferone. IRF3 und IRF7 unterscheiden sich 

dabei im Expressionsmuster; während IRF3 konstitutiv in verschiedenen Zellen vorhanden 

ist, wird IRF7 nur von B-Zellen, pDCs und Monozyten exprimiert. IRF5 wird im TLR-Signalweg 

nach MyD88-Bindung aktiviert und phosphoryliert, seine Zielgene sind einerseits die Typ 1 

Interferone, andererseits aber auch IL-6, IL-12p70 und TNF-α. Die IRF5-Aktivierung spielt vor 

allem in DCs und Mφ eine große Rolle. Während die Rolle von IRF6 in PRR-Signalwegen 

bislang ungeklärt ist, spielt IRF8 eine Rolle in der Induktion von IL-6 und TNF-α, allerdings 

nicht in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor, sondern indem es NF-κB aktiviert. Der 

letzte Vertreter der IRF-Familie, IRF9, vermittelt seine Wirkung als Interferon-stimulated 
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gene factor (ISGF) 3 im Komplex mit signal transducer and activator of transcription (STAT) 1 

sowie STAT2, induziert selbst keine Typ 1 Interferone, aber unter anderem IRF7 und ist so 

Teil eines positiven Rückkopplungskreislaufs. Ebenso wie die PRRs fördern auch deren 

intrazelluläre Adapter-Moleküle MyD88 (Nickerson et al., 2010) und insbesondere die 

Interferon-regulatorischen Faktoren IRF1, IRF3, IRF5 und IRF7 (Akahoshi et al., 2008; Fu et 

al., 2011; Reilly et al., 2006; Richez et al., 2010) die Entstehung des SLE. In Einklang mit 

diesem Konzept haben Vorarbeiten aus unserem Labor darüber hinaus gezeigt, dass 

negative Regulatoren der TLR-Signalwege wie SIGIRR oder IRAK-M die Entstehung des SLE im 

Mausmodell aktiv unterdrücken (Lech et al., 2011a; Lech et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Einleitung 22 

1.4 Die Funktionen von IRF4 im Immunsystem 

IRF4 (Synonyme: LSIRF;ICSAT;MUM1;PIP) ist ein Transkriptionsfaktor und wird fast 

ausschließlich von B- und T-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert 

(Savitsky et al., 2010). Seine Primärstruktur besteht aus 450 Aminosäuren, das 

Gesamtprotein hat ein Molekulargewicht von ca. 50 kDa (Biswas et al., 2010b). IRF4 besteht 

aus einer N-terminalen DNA-bindenden Domäne (DBD) (AS 1-134), einer prolinreichen 

Bindedomäne (AS 134-200), einer Proteininteraktionsdomäne (IAD) (AS 230-420) sowie 

einer C-terminalen Autoinhibitionsdomäne (AS 420-450) (Marecki and Fenton, 2002). Neben 

dem oben angesprochenen ISRE- DNA-Bindemotiv bindet IRF4 zwei weitere DNA-Motive: 

das Ets/IRF- composite element (EICE) und das AP-1/IRF-composite element (AICE) (Biswas et 

al., 2010a; Murphy et al., 2013), wobei die DNA-Bindung in diesem Fall von der Interaktion 

mit einem Partnertranskriptionsfaktor abhängt. Die IRF4-Expression ist in B-Zellen, Mφ und 

DCs konstitutiv und in T-Zellen durch Antigenstimulation induzierbar (Savitsky et al., 2010). 

Durch TLR-Stimulation kann die Expression deutlich über das konstitutive Niveau gesteigert 

werden, Interferone haben hingegen keinen direkten Einfluss auf die IRF4-Expression 

(Matsuyama et al., 1995). In B-Zellen ist IRF4 entscheidend am Differenzierungsprozess 

beteiligt (Lu, 2008): Im prä-B-Zellstadium induziert IRF4 die CXCR4-Expression und schwächt 

gleichzeitig die IL7-Rezeptor-Expression, sodass die prä-B-Zellen im Knochenmark von IL-7 

produzierenden zu CXCL-12 produzierenen Stromazellen wandern, die die 

Leichtkettenexpression der B-Zellen stimulieren (Lazorchak et al., 2006). Das receptor 

editing, ein wichtiger Schritt zur Aufrechterhaltung der B-Zell-Toleranz, wird ebenfalls von 

IRF4 vermittelt. In unreifen B-Zellen wird IRF4 nach BCR-Aktivierung hochreguliert und 

induziert sekundäre Gen-Rearrangements des BCRs, um autoreaktive BCRs zu eliminieren 

(Pathak et al., 2008). Der Antikörperklassenwechsel (class switch recombination, CSR) und 

die Plasmazelldifferenzierung im Rahmen der Keimzentrumsreaktion werden ebenfalls von 

IRF4 vermittelt. IRF4 induziert das für die CSR wichtige Enzym activation induced deaminase 

und den Plasmazellregulator Blimp-1, sodass in Abwesenheit von IRF4 beide Vorgänge 

fehlschlagen (Klein et al., 2006; Sciammas et al., 2006). Neben diesen Funktionen in B2-

Zellen spielt IRF4 auch in B1-Zellen eine Rolle: Während peritoneale B1-Zellen IRF4-

unabhängig natürliche Antikörper sezernieren, ist die Antikörperproduktion von splenischen 

B1-Zellen bei IRF4-Defizienz stark erniedrigt (Holodick et al., 2010). In T-Zellen hat IRF4 

jeweils nicht redundante Rollen in der T-Helferzelldifferenzierung und für die 
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Effektorfunktion von zytotoxischen und regulatorischen T-Zellen: IRF4 ist notwendig für die 

IL-4 induzierte Ausreifung von Th2-Zellen (Lohoff et al., 2002). IRF4 induziert nach 

Phosphorylierung durch ROCK2 die Expression von IL-17 und IL-21 (Biswas et al., 2010b). 

IRF4-Defizienz blockiert daher die Ausreifung von Th17-Zellen ebenfalls vollständig (Brustle 

et al., 2007). Auch für die Induktion von Keimzentren durch follikuläre T-Helferzellen ist IRF4 

notwendig (Bollig et al., 2012). Nach Antigenstimulation wird IRF4 in CD8+ Effektor-T-Zellen 

hochreguliert und vermittelt abhängig von der TCR-Affinität die klonale Expansion (Man et 

al., 2013). IRF4 ist ebenfalls notwendig, um Proliferation und immunsuppressive Kapazität 

regulatorischer T-Zellen zu erhalten (Cretney et al., 2011). IRF4 spielt daneben auch in der 

Differenzierung und Funktion von DCs und Mφ eine Rolle: IRF4-Defizienz führt im 

Mausmodell zum fast vollständigen Fehlen von CD4+CD8- klassischen dendritischen Zellen 

(cDCs) (Suzuki et al., 2004). In CD8+ cDCs und pDCs, deren Differenzierung IRF4-unabhängig 

ist (Geissmann et al., 2010), hat IRF4 eine anti-entzündliche Funktion. Über seine IAD bindet 

IRF4 an MyD88 und tritt dort in Kompetition mit IRF5 (Negishi et al., 2005). Über NOD2-

Aktivierung mit Muramyldipeptid kann IRF4 induziert werden und schützt in einem 

Mausmodell der chronisch entzündlichen Darmerkrankung (CED) vor TLR-vermittelter 

Entzündung. Im Umkehrschluss führt IRF4-Defizienz ebenfalls zu einem verstärkt pro-

entzündlichen Phänotyp in Mφ (Honma et al., 2005) und DCs (Lassen et al., 2010). In Mφ 

reguliert IRF4 ausserdem die M2-Polarisation abhängig von der Histondemethylase Jmjd-3 

(Satoh et al., 2010). Neben diesen physiologischen Formen spielt IRF4 eine Rolle im Rahmen 

verschiedener pathologischer Prozesse: Im humanen Setting ist eine t(6;14) Translokation 

beschrieben, die IRF4 unter die Kontrolle des IgH-Promotors bringt und ein multiples 

Myelom verursacht (Iida et al., 1997), zusätzlich wird IRF4 in vielen Lymphomen 

überexprimiert (Tsuboi et al., 2000) und ist mit einer deutlich schlechteren Prognose 

verbunden (Ito et al., 2002). Insgesamt sind laut NCBI-Datenbank aktuell 580 genetische 

Polymorphismen (SNPs) des humanen IRF4-Gens bekannt. Ein intronischer SNP korreliert 

stark mit heller Haut- und Augenfarbe und spricht für eine wichtige Rolle IRF4 in humanen 

Melanozyten (Praetorius et al., 2013), ein SNP in der 3‘-untranslatierten Region von IRF4 ist 

mit chronisch lymphatischer Leukämie (CLL) assoziiert (Di Bernardo et al., 2008). Dieser SNP 

führt zu deutlich erniedrigter Expression von IRF4 und die Einkreuzung von IRF4-KO Mäusen 

in ein niederpenetrantes, sporadisches CLL-Mausmodell zum frühen Auftreten von CLL mit 

100% Penetranz (Shukla et al., 2013). IRF4-Polymorphismen zeigen in einer chinesischen 

Kohorte keine Korrelation mit dem Auftreten von SLE (Liu et al., 2013), interessanterweise 
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ist aber ein SNP im SPI1-Gen, einem IRF4-Partnertranskriptionsfaktor aus der Ets-Familie, 

mit SLE assoziiert (Hikami et al., 2011). In Mausmodellen konnte ebenfalls die Rolle von IRF4 

für verschiedene Autoimmunkrankheiten gezeigt werden: In der experimentellen 

Autoimmunenzephalitis, einem Modell der multiplen Sklerose (Huber et al., 2013) und in 

einem CED-Modell (Mudter et al., 2008) waren Irf4-defiziente Tiere jeweils vor der 

Autoimmunpathologie geschützt. Weitere Hinweise auf die Bedeutung von IRF4 liefern 

Studien mit Mäusen, die für DEF6, ein IRF4-bindendes Protein defizient sind: Diese Tiere 

entwickeln Symptome des SLE, da DEF6 physiologisch in T-Zellen die Phosphorylierung von 

IRF4 durch ROCK2 hemmt und bei DEF6-Defizienz spontan Th17-Zellen entstehen, die eine 

SLE-Pathologie verursachen (Fanzo et al., 2006). 

 

1.5 Forschungshypothese und Zielsetzung 

Aktivierende Mutationen im IRF5-Gen erhöhen beim Menschen signifikant das SLE-Risiko 

(Graham et al., 2007). IRF4 ist über die Inhibition von IRF5 als negativer Regulator in den 

TLR-Signalweg eingebunden (Negishi et al., 2005) und unterdrückt in einem Modell der 

sterilen Entzündung in der Niere die APC-Aktivität, sodass IRF4-Defizienz zu deutlich mehr 

Organschaden und akutem Nierenversagen führt (Lassen et al., 2010). Da APCs eine zentrale 

Rolle in der Entstehung des SLE fördern, vermuteten wir, dass IRF4 analog zu anderen 

negativen TLR-Regulatoren die SLE-Entstehung unterdrückt. Da IRF4 fast ausschließlich in 

Zellen des Immunsystems exprimiert wird, stellt es eine interessante therapeutische 

Zielstruktur dar. Zusätzlich zur negativen Regulation von TLR-Signalen wird IRF4 zur 

Ausreifung von B-Zellen und der Differenzierung von CD4+ Th17-Zellen benötigt (Brustle et 

al., 2007; Klein et al., 2006). Der Nettoeffekt einer IRF4-Depletion auf die SLE-Pathogenese 

ist daher schwer vorhersagbar. Um die Fragen zu klären, ob 1) IRF4 in vivo eine Rolle in der 

Pathogenese des SLE spielt und, wenn ja, 2) IRF4 die Krankheitsentstehung in vivo fördert 

oder inhibiert, wurden C57/BL6
lpr/Irf4-/-

 Mäuse generiert und mit C57/BL6
lpr/Irf4+/+

 Mäusen 

verglichen. Unsere Hypothese war dabei, dass die C57/BL6
lpr/Irf4-/- 

Tiere einen aggravierten 

Verlauf des SLE zeigen, weil ihre APCs unter dem ungehemmten Einfluss von IRF5 

Autoantigene präsentieren und es so zu einer vermehrten Entzündungsaktivität kommt.  
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2 Material und Methoden 

________________________________________________________________________ 

2.1 Material 

2.1.1 Tierversuche 

2.1.1.1 Versuchstiere 

C57/BL6
lpr

 Mäuse   Charles River, Sulzfeld 

C57/BL6
Irf4-/-

 Mäuse   Tak Mak, Toronto 

2.1.1.2 Versuchstierhaltung 

Makrolone Typ 2 Käfige  Techniplast, Hamburg 

Tierfutter    Sniff Spezialdiäten, Soest 

2.1.1.3 Genotypisierung 

Proteinase K (20mg/ml)   Merck, Darmstadt 

Gelatine     Sigma-Aldrich, München 

Kaliumchlorid    Merck, Darmstadt 

Magnesiumchlorid   Merck, Darmstadt 

NP40      Fluka/Sigma, München 

Tris-HCl     Roth, Karlsruhe 

Tween-20     Fluka/Sigma, München 

10x-PE-Puffer (Thermopol Puffer)  New England BioLabs, Frankfurt 

Taq-DNA-Polymerase   New England BioLabs, Frankfurt 

1,25mM dNTP    Fermentas, St. Leon-Rot 

Agarosepulver    Invitrogen, Karlsruhe 

Ethidiumbromid (10 mg/ml)   Fluka/Sigma, München 

Xylencyanol     Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau    Roth, Karlsruhe 

Glycerin     Roth, Karlsruhe 

Borsäure     Fluka/Sigma, München 

Tris      Roth, Karlsruhe 

DNA-ladder (kleine Fragmente) Fermentas, St. Leon-Rot 
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IRF4-Genotyp Primer   Metabion, München 

2.1.1.4 Blutentnahme 

Isofluran Forene®   Abbott, Wiesbaden 

Blaubrand® Mikropipetten 20µl Brand, Wertheim 

Eppendorf-Gefäße 1,5 ml  TPP, Trasadingen, Schweiz  

EDTA     Biochrom KG, Berlin 

2.1.1.5 Organentnahme 

RNAlater®    life Technologies, Darmstadt 

Einbettkassetten   NeoLab, Heidelberg 

Shandon® Formal-Fixx  Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

2.1.2 Blut- und Urinuntersuchungen 

Kreatinin FS Untersuchungsset DiaSys Diagnostic Systems, Holzheim 

Harnstoff FS Untersuchungsset DiaSys Diagnostic Systems, Holzheim 

Murinalbumin-ELISA-Set  Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA 

2.1.3 Histologie 

Paraffin    Merck, Darmstadt 

Ammoniumpersulfat (APS)  Bio-Rad, München 

Xylol     Merck, Darmstadt 

Ethanol    Merck, Darmstadt 

Periodic acid-Schiff (PAS)-Reagenz Bio-Optica, Mailand, Italien 

Hämatoxylin    Merck, Darmstadt 

Methanol    Merck, Darmstadt 

H2O2     BD Biosciences, San Diego, CA, USA 

Antigen-Demaskierungslösung Vector, Burlingame, CA, USA 

Avidin      Vector, Burlingame, CA, USA 

Biotin      Vector, Burlingame, CA, USA 

biotinylierter anti-Maus-IgM- 

µ-Ketten-Ziegenantikörper  Vector, Burlingame, CA, USA 

biotinylierter anti-Maus-IgG- 

Ziegenantikörper   Vector, Burlingame, CA, USA 

Anti-Komplementfaktor9- 
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Kaninchenantikörper   Mohamed R. Dara, Universität Leiden, Niederlande 

Anti-Maus-Mac2-Rattenantikörper Cederlane, Ontario, Kanada 

biotinylierter anti-Kaninchen- 

Ziegenantikörper   Vector, Burlingame, CA, USA 

biotinylierter anti-Ratten- 

Ziegenantikörper   Vector, Burlingame, CA, USA 

ABC-Substrat-Lösung    Vector, Burlingame, CA, USA 

Methylgrün-Färbelösung   Fluka/Sigma, München 

Vecta Mount® Einbettmedium Vector, Burlingame, CA, USA 

SuperFrost+® Objektträger  Menzel-Gläser, Braunschweig 

HEp2-2 zellbeschichtete  

Objektträger    Bio-Rad, München 

2.1.4 Durchflusszytometrie 

(alle Antikörper gegen Maus-Antigene gerichtet) 

FACS Plastikkölbchen   BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

AF700 -konjugierter anti-B220-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

FITC-konjugierter anti-CD3-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

APC-konjugierter anti-CD4-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

PE-konjugierter anti-CD5-AK  BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

PerCP-konjugierter anti-CD8-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

PE-konjugierter anti-CD11b-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

PE-konjugierter anti-CD11c-AK  BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

FITC-konjugierter anti-CD19-AK MorphoSys, Langford, UK 

FITC-konjugierter anti-CD21-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

PE-konjugierter anti-CD23-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

PerCP-konjugierter anti-CD25-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

FITC-konjugierter anti-CD40-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

APC-konjugierter anti-CD43-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

APC-konjugierter anti-CD138-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

FITC-konjugierter anti-CD206-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

AF700-konjugierter anti-F4/80-AK MorphoSys, Langford, UK 

PE-konjugierter anti-IgM-AK  BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 
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FITC-konjugierter anti-IgD -AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

APC-konjugierter anti-MHCII-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

APC-konjugierter anti-NK1.1-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

Anti-FOXP3- Flow Set   BioLegend, San Diego, CA, USA 

PE-konj. anti-Igκ-Leichtketten-AK  BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

PE -konjugierter anti-IL-17a-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA 

PE-konjugierter anti-IFN-γ-AK BD Pharmingen, San Diego, CA, USA  

CALTAG Counting beads   Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

2.1.5 Zellkulturversuche 

Ficoll-Paque PREMIUM  GE Healthcare, Freiburg 

1ml, 2ml, 5ml, 10 ml Spritzen B. Braun Melsungen, Melsungen 

24 G Kanülen    B. Braun Melsungen, Melsungen 

Ammoniumchlorid   Merck, Darmstadt 

BD Falcon® Zellfilter 70 μm   BD Biosciences, San Jose, CA, USA 

Präseparationsfilter 30 µm  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

magnetkonjugierte anti-Maus- 

CD11c-Rattenantikörper  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

magnetkonjugierte anti-Maus- 

CD19-Rattenantikörper  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

magnetkonjugierte anti-Maus- 

CD45-Rattenantikörper  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

6-Kammer-Zellkulturplatte  Costar Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande 

24-Kammer-Zellkulturplatte  Nunc, Wiesbaden 

96-Kammer-Zellkulturplatte  TPP, Trasadingen, Schweiz 

RPMI 1640-Medium    Invitrogen, Karlsruhe 

Fötales Kälberserum (FCS)   Biochrom KG, Berlin 

Penicillin / Streptomycin (100x)  PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

Dulbecco’s PBS (1x)    PAN Biotech GmbH, Aidenbach 

LPS      Invivogen, Toulouse, Frankreich 

Imiquimod     Invivogen, Toulouse, Frankreich 

CpG      Invivogen, Toulouse, Frankreich 

Flt-3     Immunotools, Friesoyth 
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2.1.6 ELISA-Materialien 

Nunc Maxisorp® ELISA-Platte Nunc, Wiesbaden 

Maus IL-4-ELISA-Ready-Set-Go!® eBioscience, San Diego, CA, USA 

Maus IL-6-ELISA-Set OptEIA™ BD Biosciences, Heidelberg 

Maus IL-10-ELISA-Set OptEIA™ BD Biosciences, Heidelberg 

Maus IL-12p40-ELISA-Set OptEIA™ BD Biosciences, Heidelberg 

Maus IL-17a-ELISA-Set  BioLegend, San Diego, CA, USA 

Maus IL-21-ELISA-Ready-Set-Go!® eBioscience, San Diego, CA, USA 

Maus IL-23-ELISA- Ready-Set-Go!® eBioscience, San Diego, CA, USA 

Maus CCL2-ELISA-Set OptEIA™ BD Biosciences, Heidelberg 

Maus IFNγ-ELISA-Set OptEIA™ BD Biosciences, Heidelberg 

Maus TNFα-ELISA-Set   BioLegend, San Diego, CA, USA 

Maus Albumin-ELISA-Set  Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA 

Maus IgG-Quantifizierungsset Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA 

Maus IgM- Quantifizierungsset Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA 

HRP-konjugierter anti-Maus-IgG- 

Ziegenantikörper    Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA 

HRP-konjugierter anti-Maus-IgM- 

Ziegenantikörper    Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA 

Poly-L-Lysin     Trevigen, Gaithersburg, MD, USA 

murine dsDNA   Metabion, Martinsried 

Smith Antigen    Zytomed Systems, Berlin 

TMB-Substrat Reagenzset  BD Biosciences, Heidelberg 

1M H2SO4     Roth, Karlsruhe 

2.1.7 Reverse Transkriptase-quantitative Polymerasenkettenreaktion 

2.1.7.1 RNA-Isolation 

PureLink® RNA Mini Kit   ambion, Darmstadt 

RNAse-freies DNAse Set   Qiagen GmbH, Hilden 

β-Mercaptoethanol    Roth, Karlsruhe 

100 % Ethanol    Merck, Darmstadt 
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2.1.7.2 cDNA-Synthese 

5x FS Puffer     Invitrogen, Karlsruhe 

25 mM dNTPs    GE Healthcare, München 

0,1 M Dithiothreitol    Invitrogen, Karlsruhe 

lineares Acrylamid    ambion, Darmstadt 

Hexanucleotid-Mix   Roche, Mannheim 

Diethylpyrocarbonat (DEPC)   Fluka/Sigma, München 

RNAsin     Promega, Mannheim 

Reverse Transkriptase „SS-II“  Invitrogen, Karlsruhe 

2.1.7.3 quantitative Polymerasekettenreaktion 

LightCycler® 96-Kammer-Platte Roche, Mannheim 

10x-Taq-Puffer    Fermentas, St. Leon-Rot 

25 mM dNTPs    Fermentas, St. Leon-Rot 

PCR-Optimierungsreagenz  Bitop AG, Witten 

Bovines Serumalbumin  Fermentas, St. Leon-Rot 

SYBRgreen I     Fluka/Sigma, München 

25 mM MgCl2    Fermentas, St. Leon-Rot 

300 nM PCR-Primer   metabion, Martinsried 

2.1.8 Basischemikalien 

Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat   Merck, Darmstadt 

Kaliumhydroxid    Merck, Darmstadt 

Natriumacetat    Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid    Merck, Darmstadt 

Natriumcitrat     Merck, Darmstadt 

Natriumdihydrogenphosphat  Merck, Darmstadt 

Dinatriumhydrogenphosphat  Merck, Darmstadt 

2.1.9 Primersequenzen 

Gen Vorwärts-Primer Rückwärts-Primer 

18S GCAATTATTCCCCATGAACG AGGGCCTCACTAAACCATCC 

ARG1 AGAGATTATCGGAGCGCCTT TTTTTCCAGCAGACCAGCTT 



 Material und Methoden 31 

BAFF CCTCCAAGGCATTTCCTCTT GACTGTCTGCAGCTGATTGC 

BCL2 GATCCAGGATAACGGAGGCT GGTCTTCAGAGACAGCCAGG 

BCL6 AGTTTCTAGGAAAGGCCGGA ACTAGCGTGCCGGGTAAACT 

PRDM1/BLIMP1 ACCAAGGAACCTGCTTTTCA TAGACTTCACCGATGAGGGG 

CCL2/MCP1 CCTGCTGTTCACAGTTGCC ATTGGGATCATCTTGCTGGT 

CCL5/RANTES CCACTTCTTCTCTGGGTTGG GTGCCCACGTCAAGGAGTAT 

CCR2 AGGCATCCATTTTGCTTCTG CAACTCCTTCATCAGGCACA 

CCR5 GCAGGGTGCTGACATACCAT ATCCGTTCCCCCTACAAGAG 

Cdkn1a ATCACCAGGATTGGACATGG CGGTGTCAGAGTCTAGGGGA 

Cdkn1b TCTGACGAGTCAGGCATTTG CAGAATCATAAGCCCCTGGA 

Cdkn1c TTCTCCTGCGCAGTTCTCTT CTGAAGGACCAGCCTCTCTC 

CXCL2/MIP2 CGGTCAAAAAGTTTGCCTTG TCCAGGTCAGTTAGCCTTGC 

CXCL10/IP10 GGCTGGTCACCTTTCAGAAG ATGGATGGACAGCAGAGAGC 

CXCL12/SDF1 GCGCTCTGCATCAGTGAC TTTCAGATGCTTGACGTTGG 

CXCR4 ACTCACACTGATCGGTTCCA AGGTGCAGGTAGCAGTGACC 

Fizz1/ Retnla CCCTTCTCATCTGCATCTCC CTGGATTGGCAAGAAGTTCC 

Gata3 ATCCTGTAATGGCTTGTGGG AGGATGTCCCTGCTCTCCTT 

IFIT1 CAAGGCAGGTTTCTGAGGAG  GACCTGGTCACCATCAGCAT 

IFN-β CCCTATGGAGATGACGGAGA CCCAGTGCTGGAGAAATTGT 

IL10 ATCGATTTCTCCCCTGTGAA TGTCAAATTCATTCATGGCCT 

IL12 CTAGACAAGGGCATGCTGGT GCTTCTCCCACAGGAGGTTT 

IL4 ACAGCAAGGCGAAAAAGGAT ACAGCAAGGCGAAAAAGGAT 

IL6 TGATGCACTTGCAGAAAACA ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC 

NOS2/iNOS TTCTGTGCTGTCCCAGTGAG TGAAGAAAACCCCTTGTGCT 

IRF4-KO CCGGTGCCCTGAATGAACTGC  CAATATCACGGGTAGCCAACG  

IRF4-WT GCAATGGGAAACTCCGACAGT CAGCGTCCTCCTCACGATTGT 

MRC1 ATATATAAACAAGAATGGTGGGCAGT TCCATCCAAATGAATTTCTTATCC 

MX1 TCTGAGGAGAGCCAGACGAT  CTCAGGGTGTCGATGAGGTC 

Tbet TCAACCAGCACCAGACAGAG ATCCTGTAATGGCTTGTGGG 

TGF-β GGAGAGCCCTGGATACCAAC CAACCCAGGTCCTTCCTAAA 

TLR7 GGATGATCCTGGCCTATCTC TGTCTCTTCCGTGTCCACAT 

TLR9 CAGTTTGTCAGAGGGAGCCT CTGTACCAGGAGGGACAAGG 
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TNF-α AGGGTCTGGGCCATAGAACT CCACCACGCTCTTCTGTCTAC 

Ym1/Chi3l3 TCTGGGTACAAGATCCCTGAA TTTCTCCAGTGTAGCCATCCTT 

2.1.10 Geräte 

2.1.10.1 ELISA-Geräte 

ELISA-Lesegerät Tecan, GENios Plus   Tecan, Crailsheim 

ELISA-Platten Spüler ELx50   BioTek, Bad Friedrichshall 

2.1.10.2 Zellkultur 

Sterilwerkbank Class II, Typ A/B3   Baker Company, Sanford, ME, USA 

Neubauer-Zählkammer   Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Zellinkubator Type B5060 EC-CO2   Heraeus Sepatech, Osterode 

MidiMACS-Magneten    Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

2.1.10.3 Durchflusszytometer 

FacsCalibur™ Durchflusszytometer  BD Bioscience, Heidelberg 

Homogenisator Ultra Turrax T25   IKA GmbH, Staufen 

2.1.10.4 Mikrotom und Mikroskopie-System 

Schneidgerät Jung CM 3000    Leica, Solms 

Lichtmikroskop Leica DMRBE   Leica Microsystems, Wetzlar 

Lichtmikroskop Leica Wild MPS52   Leica Microsystems, Wetzlar 

Digitale Kamera DC 300F    Leica Microsysteme, Cambridge, UK 

2.1.10.5 Nukleinsäure-Analysen 

Thermoschüttler UNO-II   Biometra, Göttingen 

Thermomixer 5436     Eppendorf, Hamburg 

Photometer DU 530     Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA 

Photometer Ultrospec 1000   Amersham, Freiburg 

PCR-Gel-Kammer     PeqLab Biotechnologie, Erlangen 

LightCycler 480 PCR-Gerät   Roche Diagnostics, Mannheim 

Rotilabo®-Mikropistill    Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

2.1.10.6 Zentrifugen 

Zentrifuge Megafuge 1.0R    Heraeus Sepatech, Osterode 

Zentrifuge 5415 C     Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5418     Eppendorf, Hamburg 
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2.1.10.7 Waagen 

Waage BP 110S     Sartorius, Göttingen 

Waage Mettler PJ 3000    Mettler Toledo, Gießen 

2.1.10.8 Sonstige Geräte 

Vortex Genie 2™     Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 

Pippeten Pipetman® P   Gilson, Middleton, WI, USA 

Pipettenspitzen Typ Gilson®   Peske, Aindling-Arnhofen 

pH meter WTW     WTW GmbH, Weilheim 

Wasserbad HI1210    Leica Microsysteme, Solms 

2.1.10.9 Software 

Acrobat Writer     Adobe Systems, Dublin, Ireland 

CellQuest      BD Biosciences, Heidelberg 

Endnote x4      Thomson-Reuters, New York, NY, USA 

Office 2007      Microsoft, Redmond, WA, USA 

QWin       Leica Microsystems, Wetzlar 

Windows XP Professional    Microsoft, Redmond, WA, USA 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Tierversuche 

2.2.1.1 Generierung der C57/Bl6
lpr

 , C57/Bl6
IRF4-/- 

und der C57/Bl6
lpr/IRF4-/- 

Mäuse  

Die Zucht von C57/Bl6
lpr

 Mäusen wurde 1978 beschrieben (Andrews et al., 1978), die Mäuse 

sind heute kommerziell erhältlich und für die vorliegende Arbeit wurden die Zuchtpaare von 

den Charles River Laboratories bezogen. C57/Bl6
IRF4-/-

 Mäuse wurden von Hans-Willi 

Mittrücker 1997 im Labor von Tak Mak in Toronto generiert (Mittrucker et al., 1997) und 

von Tak Mak freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Durch Verpaarung dieser beiden 

Mauslinien wurden zunächst sowohl für die Fas
lpr

 Mutation als auch den IRF4-KO 

heterozygote Mäuse generiert. Durch erneute Verpaarung enstanden Fas
lpr

-homozygote 

C57/Bl6
lpr/IRF4+/- 

Tiere. Diese wurden als Zuchtpaare verwendet, da C57/Bl6
lpr/IRF4-/-

 Mäuse 

Tiere unfruchtbar sind. Die Genotypfrequenzen des Nachswuchses der IRF4-heterozygoten 

Tiere entsprach den Mendel’schen Regeln (IRF4
-/-

 vs. IRF4
+/-

 vs. IRF4
+/+

 wie 1:2:1), wobei die 

Tiere äußerlich nicht zu unterscheiden waren. Nach Genotypisierung wurden ausschließlich 

weibliche Tiere des Genotyps IRF4
-/-

 und IRF4
+/+ 

für die Versuche verwendet, während 

sowohl männliche wie weibliche IRF4
+/-

 Mäuse nach Bedarf zur Aufrechterhaltung der Zucht 

verwendet wurden. 

 

2.2.1.2 Genotypisierung 

Die Genotypisierung selbst basiert auf dem Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR) 

(Mullis et al., 1986), die PCR wiederum basiert hauptsächlich auf zwei Prinzipien: 1) DNA, die 

normalerweise doppelsträngig vorliegt, hat, abhängig von ihrer Basenzusammensetzung, 

einen Schmelzpunkt, ab dem sie zur Hälfte und mit höheren Temperaturen dann 

zunehmend mehr einzelsträngig vorliegt und 2) es gibt DNA-abhängige DNA-Polymerasen, 

die extrem hitzestabil sind, also durch die zur DNA-Linearisierung notwendigen 

Temperaturen nicht denaturiert werden, sondern ihre enzymatische Aktivität erhalten (z.B. 

die Taq-Polymerase). Daraus resultiert die Möglichkeit, in einem Reaktionsansatz die Taq-

Polymerase, eine beliebig kleine Menge DNA (im Extremfall ein DNA-Molekül), einen 

Überschuss an Nukleotiden sowie sogenannte Primer (mehrere Basen lange einzelsträngige 

DNA-Stücke, auch als Oligonukleotide bezeichnet) zu vereinen und dann 1. die DNA durch 
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Temperaturerhöhung zu linearisieren, 2. bei niedrigerer Temperatur von der Taq-

Polymerase an den beiden erhaltenen Einzelsträngen den Komplementärstrang 

synthetisieren zu lassen und dann 3. Schritt 1 und 2 iterativ zu wiederholen. Die Menge 

generierter DNA steht zur Ausgangsmenge dabei im Verhältnis 2
n
 (mit n als Anzahl der 

Iterationen). Da die Taq-Polymerase zum Synthese-Start die komplementär an den DNA-

Einzelstrang bindenden Oligonukleotide zwingend benötigt, können so auch spezifische 

DNA-Stücke durch spezifisch bindende Primer amplifiziert werden. Werden nun Primer 

gewählt, die entweder für ein Gen oder in der Knock-out (KO) Situation für die neue 

genomische Landschaft an der Stelle, wo normalerweise das ausgeschnittene Gen liegt, 

spezifisch sind, kann die PCR zur Genotypisierung genutzt werden, da die nachweisbare 

Amplifikation eines DNA-Abschnitts vom Genotyp abhängt. 

Nach Ohrloch-Markierung der Mäuse zur späteren Zuordnung der Genotypsierungs-

ergebnisse wurde zunächst allen Mäusen 2mm Gewebe an der Schwanzspitze entnommen 

und mit 200μl PBND-Puffer (2,5ml 2M KCl, 1ml 1M Tris-HCl (pH8,3), 0,25ml 1M MgCl2, 10ml 

0,1% Gelatine, 0,45ml 100% NP-40, 0,45ml 100% Tween-20; H2O ad 100 ml) sowie 1μl 

Proteinkinase K (20 mg/ml) 4 Stunden bei 56° C schüttelnd inkubiert, bis das Gewebe 

vollständig lysiert war. Nach kurzer Zentrifugation (12.000 rcf x 2 min) wurde der Überstand 

mit der nun freien DNA der Tiere abpipettiert. Für die sich nun anschließende, eigentliche 

PCR wurde ein Mastermix angesetzt, der aus 2,5μl 10x-PE-Puffer, 2,0μl 1,25mM dNTP, 0,5μl 

Taq-DNA-Polymerase und 17,0μl H2O bestand. Dem zugesetzt wurden dann 1µl des DNA-

haltigen Gewebelysates sowie entweder 2 µl des IRF4-Wildtyp oder des IRF4-KO Primer-

Paares (jeweils 1µl 10 pM Primer), sodass sich pro Tier zwei PCR-Ansätze à 25µl ergaben. 

Zusätzlich wurden auch Ansätze mit DNA eines bereits bekannten Genotyps als Positiv- und 

mit reinem Wasser als Negativkontrollen mitgeführt. Nach einer Präinkubationszeit von 15 

Minuten bei 94°C zur initialen DNA-Linearisierung wurde der PCR-Zyklus wie folgt 

eingestellt: 30 Sekunden bei 94°C, 60 Sekunden bei 61°C (Primerbindung), 90 Sekunden bei  

72°C (DNA-Synthese durch Taq-Polymerase), 30 Iterationen. Abschließend wurde 10 

Minuten bei 72°C inkubiert, sodass die Taq-Polymerasen sämtliche DNA-Einzelstränge 

komplettieren können. Nach Abschluss der PCR wurden je 4 µl eines PCR-Ansätze mit 4 µl 6x 

Ladepuffer (3ml Glycerol; 0,5ml 5% Bromphenolblau; 0,5ml 5% Xylencyanol; H20 ad 6ml) 

vermischt und dieses Gemisch je in eine Taschen eines Agarosegels (2 g Agarosepulver in 

100ml TBE-Puffer kochen, dann 8 µl 1% Ethidiumbromid zugeben und in Gussform mit 
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Taschenkamm erkalten lassen) gegeben. Zusätzlich wurde eine Tasche mit einem Gemisch 

aus DNA-Fragmenten bekannter Länge (DNA-ladder) befüllt, um nach der Elektrophorese 

die Größe der durch die PCR amplifizierten Fragmente abzuschätzen. An das in TBE-Puffer 

(108 g Tris; 55 g Borsäure; 5,84 g EDTA; H2O ad 10 l) eingelegte Agararosegel wurde dann für 

ca. 30 Minuten eine Spannung von 200 V angelegt. Die negativen Ladungen des DNA-

Rückgrats führen dazu, dass die DNA-Fragmente im Spannungsfeld zum Pluspol wandern, 

wobei kleine Fragmente aufgrund des geringeren Widerstandes im Gel schneller wandern 

als große. Ist die Wanderung, die durch den bläulichen Ladepuffer im Gel direkt begutachtet 

werden kann, weit genug fortgeschritten, haben sich kleine und große Fragmente soweit 

getrennt, dass eine gute Unterscheidung möglich ist und anhand der DNA-ladder auch die 

Größe eines Fragmentes bestimmt werden kann. Das ins Gel eingegossene Ethidiumbromid, 

das sich während der DNA-Wanderung in die Doppelhelices interkaliert, wird hierzu mit UV-

Licht sichtbar gemacht. Je nach Bandenmuster kann der Genotyp bestimmt werden: 

Fragment nur im IRF4-Wildtyp-PCR-Ansatz -> IRF4
+/+

, Fragment nur im IRF4-KO-PCR-Ansatz 

 -> IRF4
-/-

, Fragmente in beiden Ansätzen -> IRF4
+/-

.  

 

2.2.1.3 Tierhaltung 

Alle Tiere wurden in autoklavierten Käfigen mit Sterilfilterdeckel pathogen-frei unter einem 

zwölfstündigen Hell-Dunkel-Rhythmusbei freiem Zugang zu Trinkwasser und Futtermittel in 

Gruppen von maximal 5 Tieren pro Käfig gehalten. Futtermittel, Trinkwasser, Einstreu und 

Nestwatte wurden im Autoklaven sterilisiert und bei Bedarf, spätestens aber nach 7 Tagen 

gewechselt. Sämtliche experimentellen Verfahren wurden in vollem Einklang mit den 

Vorschriften des deutschen Tierschutzgesetzes durchgeführt und waren durch die Regierung 

von Oberbayern vorab genehmigt. 

 

2.2.1.4 Eingriffe 

Da die Intervention in der vorliegenden Doktorarbeit in der Ausschaltung des IRF4-Gens in 

der Keimbahn und damit in allen Körperzellen von C57/Bl6
lpr

 Mäusen bestand, waren außer 

der Genotypisierung an den lebenden Tieren keine weiteren Eingriffe nötig. Im Alter von 24 

Wochen wurden die weiblichen Versuchstiere schonend mit auch bei Menschen 

angewandtem Isofluran-Narkosegas betäubt. Durch sanften suprapubischen Druck konnte 

dann Urin aus der Blase entleert und in einem Eppendorfgefäß aufgefangen werden. 
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Anschließend wurde den Tieren mittels feinen Glaskapillaren retro-orbital Blut entnommen. 

Nach Abschluss der Blutentnahme (ca. 1,5 ml) in vorher mit 50 µl 0.5 M EDTA befüllten 

Eppendorfgefäßen wurden die Versuchstiere dann in immer noch tiefer Narkose durch 

zervikale Dislokation getötet.  

 

2.2.1.5 Gewebeentnahme 

Direkt nach der zervikalen Dislokation wurden die Tiere auf einer Werkband unter 

konstanter Luftabsaugung mit Pins auf einer sauberen, desinfizierten Unterlage befestigt, 

ausgiebig mit Desinfektionsmittel besprüht und anschließend thorako- und laparotomiert. 

Dann wurden unter sterilen Kautelen Lungen, Nieren und Milzen der Tiere entnommen und 

in Zellkulturschalen auf Eis in PBS zwischengelagert. Die Lungen wurden in komplett in 

histologischen Einbettkassetten verpackt und dann in 10% Formalin über Nacht fixiert. Die 

Nieren wurden gedrittelt, wobei ein Drittel ebenfalls sofort in Einbettkassetten in 10% 

Formalin über Nacht fixiert wurde, das zweite Drittel für spätere mRNA-Expressionsanalysen 

zum Schutz vor endogenen RNAsen in mit RNA-later Konservierungsmedium befüllten 

Eppendorfgefäßen bei -20°C eingefroren wurde und das letzte Drittel ebenfalls in 

Eppendorfgefäßen bei -70°C zur späteren Anfertigung von immunhistologischen 

Schnittpräparaten eingefroren wurde. Die Milzen der Tiere wurden entweder in zwei 

Hälften geteilt, wobei jeweils eine Hälfte für mRNA-Analysen und Immunhistochemie 

verwendet wurden, oder en bloc für die Generierung von Splenozyten-

Einzelzellsuspensionen verwendet. Nach Abschluss der Organentnahme wurden die Vorder- 

und Hinterläufe der Tiere proximal exartikuliert und die Haut von den Extremitäten 

abgetrennt. Die Extremitäten wurden dann in RPMI mit 10% FCS und 1 % P/S in 

Zellkulturschalen gelegt, luftdicht verschlossen und aus eine sterile Werkband transferiert. 

 

2.2.2 Zellkultur 

2.2.2.1 Splenozytenkultur 

Die entnommenen Milzen wurden auf eine sterile Werkbank überführt, wo sie in mit 

RPMI+10%FCS+1%P/S gefüllten Zellkulturschalen auf Eis zunächst in kleinere Stücke zerteilt 

und dann mit dem Stempel einer 10ml Spritze durch ein Zellsieb der Porengröße 70 µm in 

50ml Falcon-Plastikkolben gedrückt, wobei das Sieb ausgiebig mit Zellkulturmedium 
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nachgespült wurde. Anschließend erfolgte 5 Minuten eine Zentrifugation bei 1400 rcf und 

4°C für 5 Minuten. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet in 5 ml 0,3 M 

NH4Cl resuspendiert und bei Raumtemperatur für 5 Minuten inkubiert, um 

kontaminierende Erythrozyten zu lysieren. Nach Zugabe von 10 ml PBS wurde erneut 5 

Minuten bei 1400 rcf und 4°C zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 10 ml 

PBS resuspendiert. Nach diesem Waschschritt erfolgte eine letzte Zentrifugation (gleiche 

Parameter), das Pellet wurde dann in 5 ml RPMI+10%FCS+1%P/S (Vollmedium) 

resuspendiert und die Zellkonzentration wurde mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

 

2.2.2.2 Aus dem Knochenmark induzierte dendritische Zellen (BMDCs) 

Auf einer sterilen Werkbank wurde das restliche Muskelgewebe von den vorher 

entnommenen Extremitäten abpräpariert. Dann wurde die Markhöhle eines jeden Knochen 

mit einer 24 G Kanüle anpunktiert und darüber das Knochemark mit ca. 2ml eisgekühltem 

Vollmedium in eine sterile Zellkulturschale gespült. Durch mehrfache Aspiration mit einer 

1000 µl Pipette wurde eine homogene Zellsuspension hergestellt, die dann in 15 ml Falcons 

bei 1400 rcf 5 Minuten bei 4°C abzentrifugiert wurde. Es erfolgte eine Erythrozytenlyse mit 

NH4Cl und ein Waschschritt (beides wie oben beschrieben), sodann die Resuspension in 

Vollmedium. Nach einer Zellzählung wurden die Zellen auf 12-Kammer-Zellkulturplatten 

verteilt, wobei jede Kammer mit 0,5x10
6
 Zellen, 1,5 ml Vollmedium und GM-CSF in einer 

Endkonzentration von 100 ng/ml befüllt und dann für 8 Tage bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert 

wurden (nach 4 Tagen Zugabe von 1 ml Frischmedium, am 8. Tag Medienwechsel). Unter 

diesen Bedingungen differenzieren Knochenmarksvorläuferzellen zu konventionellen, nicht 

aber zu plasmazytoiden dendritischen Zellen (Xu et al., 2007). Die so aus Knochenmark 

generierten Zellen wurden nicht weiter phänotypisiert und sollen hier als BMDCs (bone 

marrow derived dendritic cells) bezeichnet werden. 

 

2.2.2.3 Mononukleäre Zellen aus dem Blut (PBMCs) 

Die Gewinnung von PBMCs erfolgte aus dem EDTA-Vollblut nach der Ficoll-Gradienten-

Methode (Boyum, 1964). Hierzu wird 1 ml EDTA-Vollblut mit 1 ml PBS gut vermischt und 

dann vorsichtig auf 1,5 ml vorgelegte Ficoll-Paque Lösung in ein 15ml Falcon pipettiert, ohne 

dass sich das Blut-PBS Gemisch und die Ficoll-Lösung vermischen. Dann wird das Falcon für 

40 Minuten bei 400 rcf und 20°C zentrifugiert. Am Ende haben sich durch die Gradienten-
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Zentrifugation mehrere Schichten gebildet. Die oberste Schicht enthält Plättchen-reiches 

Blutplasma, das entweder verworfen oder für spätere Analysen ebenfalls asserviert werden 

kann. Die zweite Schicht enthält die PBMCs, nach Herstellerangaben bei der Maus 

insbesondere Lymphozyten. Die dritte Schicht ist die Ficoll-Lösung, die die PBMCs von den 

Granulozyten und Erythrozyten der vierten Schicht trennt. Die PBMCs wurden vorsichtig mit 

einer 1 ml Pipette abgesaugt, in einem weiteren Zentrifugationschritt mit PBS gewaschen 

(siehe oben) und dann in Vollmedium resuspendiert. 

 

2.2.2.4 Zellstimulationsexperimente 

Für die Zellstimulationsexperimente wurden entweder frisch gewonnene Splenozyten oder 

PBMCs von C57/Bl6
lpr/IRF4+/+ 

und C57/Bl6
lpr/IRF4-/- 

Mäusen verwendet, oder deren nach 8 

Tagen ausdifferenzierten BMDCs. In den ersten beiden Fällen wurden 24-Kammer-

Zellkulturplatten mit jeweils 10
6
 Zellen in 1ml Medium pro Kammer verwendet, bei den 

BMDCs wurden wie oben erwähnt 12-Kammer-Zellkulturplatten verwendet. In beiden Fällen 

kamen zur Zellstimulation TLR-Liganden in folgender Konzentration zur Anwendung: 

Lipopolysacharid (LPS) 1 µg/ml, Imiquimod (Imi) 1µg/ml, unmethylierte CpG-reiche B-DNA 

(CpG) 1µg/ml. Als Kontrolle wurde Zellkulturmedium verwendet. Nach Zusetzung der 

Stimulatoren bzw. der Kontrolle in die Zellkammern (bei BMDCs und PBMCs als Dupletten, 

bei Splenozyten als Tripletten) wurden die Zellkulturplatten 24 Stunden bei 37°C und 5 % 

CO2 bebrütet und dann die Zellkulturüberstände abpipettiert und bis zur Analyse bei -20°C 

gelagert. 

 

2.2.3 Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA) 

Als enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) wird ein hochsensitives Testverfahren 

bezeichnet, das dem Nachweis von Molekülen verschiedener Klassen (z.B. Proteine, Toxine, 

Medikamente etc.) dient, wobei der Test auf der hohen Spezifität von Antikörpern für ihr 

jeweiliges Antigen basiert. Grundsätzlich gibt es verschiedene Arten von ELISAs, hier soll 

aber vor allem auf den, in dieser Doktorarbeit hauptsächlich verwendeten, sogenannten 

„sandwich ELISA“ eingegangen werden. Dabei werden grundsätzlich die Kammern z.B. einer 

96-Kammer-Platte in einem speziellen Puffer (coating buffer) mit einem Antikörper, der für 

das jeweilige Analysat hochspezifisch ist (capture antibody), meist über Nacht inkubiert, 
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sodass dieser Antikörper fest mit der ELISA-Platte verbunden wird. Nach dieser Inkubation 

werden die Kammern mehrfach gewaschen, sodass nur der mit der Platte verbundene 

Antikörper in den Kammern zurückbleibt. Um nun eine unspezifische Bindung des Analysats 

und insbesondere anderer Moleküle an den Antikörper oder die Platte zu verhindern, 

werden die Kammern nun z.B. mit bovinem Serumalbumin (BSA) oder fötalem Kälberserum 

(FCS) inkubiert, sodass die potentiellen, unspezifischen Bindestellen mit BSA besetzt werden 

(blocking). Nach diesem Inkubationsschritt muss nicht gewaschen werden, nach Verwerfen 

der Inkubationslösung kann nun direkt die Probe mit dem Analysat in die Kammern gegeben 

werden. Das Analysat wird in der nun folgenden Inkubation hochspezifisch vom capture 

antibody gebunden. Nach Abschluss dieses Inkubationsschrittes werden die Kammern 

wieder gewaschen. Im Anschluss folgt jetzt wieder eine Inkubation mit einem ebenfalls für 

das Analysat hochspezifischen Antikörper (detection antibody), wobei dieser ein anderes 

Epitop des Analysats als der capture antibody erkennt. Die sich nun vom Plattenboden 

ergebende Anordnung von Erstantikörper (capture) – Analysat – Zweitantikörper (detection) 

ist dabei die namensgebende Besonderheit des „sandwich ELISAs“. Zusätzlich ist der 

detection antibody biotinyliert und die Inkubation erfolgt im Beisein eines an Streptavidin 

gebundenen Enzyms (meist die Meerrettichperoxidase, horseradish peroxidase, HRP). 

Aufgrund der ebenfalls sehr spezifischen und sehr starken Biotin-Streptavidin-Bindung ist 

jedes Analysat-Molekül am Ende der Inkubation über den detection antibody mit einem 

oder mehreren HRP-Enzymen verbunden (enzyme-linked). Nach einem letzten, sehr 

ausführlichen Waschschritt werden die Kammern abschließend mit einer 1:1 Mischung aus 

Wasserstoffperoxid und 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB), einem chromogenen Substrat 

der HRP, beschickt. Bei der Peroxidase-Reaktion dient TMB als Elektronendonator, wobei 

TMB zu 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidindiimin oxidiert wird, dessen Konzentration 

photometrisch nach Stoppen der Reaktion mit Schwefelsäure bei 450 nm in einem 

sogenannten ELISA reader gemessen werden kann. Werden nun einige Kammern der ELISA-

Platte mit Analysat einer vorbekannten Konzentration beschickt und so ein Standard 

mitgeführt, kann durch den Vergleich der Messwerte in den Proben-Kammern mit der 

Standard-Konzentrationskurve die Analysatkonzentration der jeweiligen Probe bestimmt 

werden. Die in dieser Doktorarbeit verwendeten ELISA-Tests sind alle kommerziell erhältlich 

und wurden nach Maßgabe des jeweiligen Herstellers durchgeführt. Eine Besonderheit 

stellen die Autoantikörper-ELISAs dar, da das coating der Platten hier nicht mit einem 
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capture antibody, sondern mit Doppelstrang-DNA bzw. mit dem Smith-Antigen erfolgte. Eine 

genaue Darstellung der einzelnen Reaktionsschritte und der verwendeten Chemikalien 

findet sich, nach ELISA gestaffelt, in Tabelle 2-1. 
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Tabelle 2-1 Details verwendeter ELISA-Verfahren 
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2.2.4 Durchflusszytometrie 

Die Zellpopulationsanalysen wurden mithilfe der Durchflusszytometrie erstellt. Bei dieser 

Methode wird eine Einzelzellsuspension (siehe oben) zunächst mit fluoreszenzmarkierten 

Antikörpern, die gegen einzelne Zell(oberflächen)antigene gerichtet sind, gefärbt. Für die 

Messung wird die Zellsuspension in das Durchflusszytometer eingespeist (siehe auch  

 

Abbildung 2-2), wo eine automatisierte Verdünnung mit PBS stattfindet, um sicherzustellen, 

dass im linearen Durchfluss der Messkammer immer nur eine Zelle mit ausreichendem 

Abstand zur nächsten Zelle analysiert wird. In der Messkammer wird jede Zelle von einem 

Laserstrahl getroffen, sodass das Laserlicht einerseits von der Zelle gebrochen bzw. gestreut 

wird, andererseits die Fluoreszenzfarbstoffe, die über die Antikörper an die Zelle gebunden 

sind, angeregt werden. Sowohl die Streuung (Vorwärtsstreuung, forward scatter, FSC; 

Seitwärtsstreuung, side scatter, SSC) als auch das jeweilige Fluoreszenssignal werden von 

Detektoren aufgenommen, dann kombiniert (in Form eines n-tupels) pro Zelle („Event“) 

gespeichert und können dann analysiert werden. Die FSC-Werte geben in der Analyse 

Aufschluss über Zellgröße, die SSC-Werte über „Granularität“, was biologisch mit der 

Kernkonsistenz und –größe sowie dem Vesikelgehalt korreliert. Zusätzlich kann dann, je 

nach verwendeten Antikörpern, von den detektierten Fluoreszenzsignalen auf die 

Expression der jeweiligen Antigene rückgeschlossen werden.  

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikörper/Fluoreszenzfarbstoff-

Kombinationen sind im Materialteil aufgelistet, sämtliche Inkubationsschritte und 

Waschvorgänge erfolgten in Einklang mit den Herstellerangaben. Bei Oberflächenantigenen 

wurde der Antikörper direkt der Zellsuspension zugegeben, bei intrazellulären Antigenen 

wurde vor Inkubation eine Fixation und Zellpermeabilisierung durchgeführt. Wenn für eine 

Färbung sowohl Oberflächen- wie auch intrazelluläre Antikörper verwendet werden sollten, 

wurde zunächst die Inkubation mit dem Oberflächenantikörper abgeschlossen, dann fixiert 

und permeabilisiert und anschließend mit dem intrazellulären Antikörper inkubiert. Für die 

Inkubationen (60 Minuten bei 4°C) wurde grundsätzlich eine Antikörperzielkonzentration 

von 3-5µg/ml angestrebt, um einen Antikörperüberschuss sicherzustellen. Die Zellfixierung 

und –permeabilisierung erfolgte mit den im FoxP3-Set enthalten Chemikalien, deren genaue 

Zusammensetzung vom Hersteller nicht angegeben wird. Jedem Inkubationsschritt folgten 
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zwei Abwaschschritte, um nicht gebundenen Antikörper zu eliminieren. Zunächst wurden 2 

ml 4°C kalten PBS dem Inkubationsansatz zugegeben, dann der Ansatz bei 2000 rcf für  

 

 

 

Abbildung 2-2 Durchflusszytometrie [aus (Murphy et al., 2008)] 

CPU=central processing unit 

 

5 Minuten abzentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet nach 

dem ersten Waschschritt erneut in 2 ml PBS resuspendiert, nach dem zweiten Waschen für 

die durchflusszytometrische Messung in 400 µl.  

Die zur Charakterisierung verschiedener Zelltypen herangezogenen Antikörper-

kombinationen waren: CD3+CD4+ für T-Helferzellen, CD3+CD4+CD25+FoxP3+ für 

regulatorische T-Zellen, CD3+CD4+ IFNγ+ für Th1-Zellen, CD3+CD4+IL17+ für Th17-Zellen, 

CD3+CD8+ für zytotoxische T-Zellen, CD3+CD4-CD8- für autoreaktive T-Zellen, NK1.1+IL17+ 
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für Natürliche Killerzellen, B220+IgM+IgD+ für reife B-Zellen, B220+CD21++CD23+ für B-

Zellen der Marginalzone, B220+CD21+CD23++ für Lymphfollikel-assoziierte B-Zellen, 

CD19+CD5+CD43+ für splenische B1-Zellen, CD19+CD5+ für peritoneale B1-Zellen, CD138+κ-

Leichtkette+ für Plasmazellen, F4/80+CD11b+MHCII+ für M1-Makrophagen, 

F4/80+CD11b+CD206+ für M2-Makrophagen sowie CD11c+CD4+ und CD11c+CD8+ und 

CD11c+CD4-CD8- für die verschiedenen Subtypen von DCs und CD11c+F4/80+MHCII+ sowie 

CD11c+CD40+ für ausgereifte, aktivierte DCs. 

 

2.2.5 Histologische Untersuchungen 

2.2.5.1 Färbungen 

Vor der Paraffin-Einbettung wurden Lungen, Milzen und Nieren der Tiere nach Entnahme 

wie oben beschrieben über Nacht in 4% Formalin fixiert. Nach Paraffinierung wurden 

Schnitte der Dicke 2 µm auf Ammoniumpersufat-beschichteten Objektträgern 12 h bei 37° C 

getrocknet. Dann wurden die Schnitte in Xylol und in absteigender Alkoholreihe 

entparaffiniert und gespült. Für die Perjodsäure-Schiff- (periodic acid-Schiff ; PAS) Färbung 

wurden die Schnitte 10 min mit Perjodsäure inkubiert, mit destilliertem Wasser gespült und 

dann 20 min mit fuchsinschwefliger Säure (Schiff’sches Reagenz) inkubiert. Überschüssige 

Säure wurde anschließend durch Kaliummethabisulfit-Spülung entfernt und es erfolgte eine 

3 minütige Hämalaun-Gegenfärbung. Nach 10 minütigem Bläuen des Hämalaun unter 

fließendem Wasser erfolgte die Entwässerung in aufsteigender Alkoholreihe, ein kurzes 

Xylolbad und die Eindeckelung des Präparates.  

Für immunhistochemische Färbungen wurden die Schnitte nach Entparaffinierung zur 

endogenen Peroxidase-Blockierung 20 min in 1:1 Wasserstoffperoxid-Methanol-Lösung 

eingelegt. Nach Abwaschen dieser Lösung mit PBS wurden die Schnitte in Vectashield™ 

Antigen-Demaskierungslösung 10 Minuten gekocht und nach Abkühlen sequentiell je 15 

Minuten mit Avitin und Biotin geblockt. Anschließend erfolgte die Primärantikörper-

Inkubation (zwischen 1 Stunde und übernacht, je nach Antikörper) und eine 30 minütige 

Inkubation mit biotinyliertem Sekundärantikörper. Nach ebenfalls 30 minütiger Entwicklung 

im ABC-Reagenz wurden die Schnitte mit Methylgrün gegengefärbt und wie oben 

angegeben entwässert und eingedeckelt. Zur antinukleären Antikörper-Bestimmung wurden 

mit HEp-2 – Zellen beschichtete Objektträger mit dem Serum der Versuchstiere in 
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unterschiedlichen Verdünnungen 30 Minuten inkubiert, mit fluoreszenzmarkierten Anti-

Maus-IgG-Antikörpern 30 Minuten im Dunkeln gegengefärbt und abschließend in mit DAPI 

versetztem Fixiermedium eingedeckelt. 

 

2.2.5.2 Bewertung 

Der Nierenschaden im Rahmen der Lupusnephritis kann auch in Mäusen mit Hilfe der 

Aktivitäts- und Chronizitätsscores für die humane Lupusnephritis bewertet werden (Austin 

et al., 1984) 

Dabei werden unter mindestens 100x Vergrößerung das glomeruläre, das tubuläre und auch 

das interstitielle Kompartiment der Niere untersucht und wie folgt bewertet: Beim 

Aktivitätsindex wird das Vorhandensein von glomerulären Zellproliferaten, 

Leukozyteninfiltraten, hyalinen Ablagerungen und interstitieller Entzündung jeweils einfach 

und das Vorhandensein von parietalen Zellproliferaten an der Bowman-Kapsel (sog. 

Halbmondbildung) und glomerulären Nekrosen jeweils doppelt je nach Ausprägung von 0 

(nicht vorhanden) bis 3 (ausgeprägt vorhanden) verrechnet (maximaler Wert damit 

4x3+2x6=24); beim Chronizitätsindex werden Vorhandensein einer glomerulären Sklerose, 

fibröser Halbmonde, tubulärer Atrophie und interstitieller Fibrose je nach Ausprägung 

wieder von 0-3 bewertet und verrechnet (maximaler Wert hier 4x3=12). Die 

Lungenbeteiligung wurde untersucht, indem semiquantitativ das Ausmaß peribronchialer, 

perivaskulärer und interstitieller Leukozyteninfiltate von 0 (keine Pathologie) bis 4 (massive 

Infiltrate) bewertet wurde (Sunderrajan et al., 1986). In den Mac2-gefärbten Schnitten 

wurden die über 10 Gesichtfelder gemittelten Zellzahlen intraglomerulärer, Mac2+ Zellen 

erfasst. 

 

2.2.6 mRNA-Expressionsanalysen 

Um die Expression von mRNAs verschiedener im Rahmen der Entzündungsreaktion im 

Allgemein und des SLE im Speziellen interessanter Proteinmarker zu bestimmen, wurde 

neben dem ELISA-Verfahren ein weiteres hochsensitives Verfahren angewendet. Dieses 

Verfahren, das letztendlich auf der PCR (siehe oben) beruht hat dabei 3 Stufen: 
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2.2.6.1 RNA-Isolation 

Zur RNA-Isolation mit dem RNA Mini Kit wurden gemäß den Herstellerangaben in RNA-later 

eingelegte Gewebestücke in ca. 0,5 ml Lyse-Puffer mit 1% β-Mercapto-Ethanol in einem 

Eppendorfgefäß mittels Mikropistill homogenisiert und gevortext. Das visköse Zelllysat 

wurde 1:1 mit 70% Ethanol vermischt und 700 µl dieses Gemischs auf ein Silica-Säulchen in 

einem kleinen Plastikbehälter pipettiert. Nach einer 15-sekündigen Zentrifugation bei 

12.000 rcf wurde der Durchfluss durch das Säulchen aus dem Plastikbehälter verworfen, der 

Rest des Lysat-Ethanol-Gemischs auf das Säulchen pipettiert und erneut unter gleichen 

Bedingungen zentrifugiert. Die im Silica-Säulchen gebundene RNA wurde nun mit zwei 

verschiedenen Wasch-Puffern gewaschen, wobei 700 µl Waschpuffer 1, gefolgt von 2x 500 

µl Waschpuffer 2, jeweils getrennt duch eine 15-sekündige Zentrifugation bei 12.000 rcf auf 

das Säulchen aufgetragen wurden. Nach Abschluss der Waschschritte wurde das Silica-

Säulchen 2min unter Zentrifugation bei 12.000 rcf getrocknet, in ein RNAse-freies 

Eppendorfgefäß überführt und es wurden 50 µl RNAse.freies H2O aufpipipettiert. Um mit 

dem Wasser die gewaschene RNA auszuspülen, wurde nach einer Wartezeit von 1 min nun 

ein letztes Mal mit 15.000 rcf zwei Minuten zentrifugiert. Die Qualität der Isolation sowie 

die RNA-Konzentration des Eluats aus der letzten Zentrifugation wurden anhand der 

optischen Dichtemessung bei 260nm und 280 nm bestimmt, wobei nur Material aus 

Isolationen mit einem OD-Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 für die weiteren Experimente 

verwendet wurde. 

 

2.2.6.2 Reverse Transkription 

Die erhaltene RNA muss vor der Durchführung der PCR in sogenannte complementary (c-) 

DNA umgeschrieben werden, wofür eine reverse Transkriptase (RT) verwendet wird. Dazu 

wurden 2 µg RNA in 10 µl RNAse-freiem H2O nach fünfminütiger Schüttelinkubation bei 65° 

C auf Eis mit 8μl 5x-Puffer, 0,8μl 25mM dNTPs, 2μl 0,1M DTT, 0,5μl linearem Acrylamid 

(15μl/ml), 0,43μl Hexanucleotiden, 1μl RNAsin (40U/μl) und 0,87 µl SuperScript II RT in 

16,4μl RNase-freiem H2O für 90 Minuten bei 42° C unter Schütteln inkubiert. Abschließend 

wird die RT 5 Minuten bei 85° C denaturiert und die Reaktion so abgeschlossen. Neben dem 

Umschreiben der RNA jeder Probe in cDNA für die PCR wurde RNA aus jeder Probe 

zusätzlich ebenfalls anstatt mit RT auch mit H2O inkubiert. Die so generierten RT- Ansätze 
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wurden ebenso wie die eigentlichen Proben, die RT+ Ansätze in der PCR mitgeführt, um die 

Spezifität des in der PCR gemessenen Signals für die cDNA zu beweisen. 

 

2.2.6.3 quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion 

Nach dem Umschreiben der mRNA in cDNA durch die RT kann ein DNA-basiertes Verfahren 

wie die PCR zum Einsatz kommen. Da die oben angegeben Reaktionsschritte der PCR durch 

ebenfalls iterative Messungen der Menge an amplifizierter DNA ergänzt werden (und die 

Probenaufbereitung die RT-abhängige cDNA-Synthese beinhaltet), spricht man in diesem 

Zusammenhang auch von RT- quantitativer (q-)PCR oder synonym von real-time (rt-)PCR. 

Die nach jedem PCR-Zyklus erfolgende DNA-Quantifizierung basiert dabei auf der 

Fluoreszenzmessung eines Markers (z.B. SYBR green I), der zwei Bedingungen erfüllen muss: 

1. Interkalierung in dsDNA und 2. mit der Interkalierung verbundene Steigerung bzw. 

Veränderung des Fluoreszenzsignals. Unter diesen Voraussetzungen ist das gemessene 

Fluoreszenzsignal nach jeden Zyklus direkt proportional zur Menge an vervielfältigter DNA. 

Wie in 2.1.1.3 ausgeführt, besteht ein RT-qPCR-Zyklus also zunächst ebenfalls aus 

Linearisierung der DNA und anschließender Komplementärstrang-Synthese durch die Taq-

Polymerase, wobei dann eine automatisierte Fluoreszenzmessung eingeschoben ist, bevor 

die ersten beiden Schritte wiederholt werden. Da in den ersten Zyklen der PCR noch wenig 

Matrizenstränge für die Amplifikation vorliegen, ist der Anstieg des Fluoreszenzsignals in 

diesem Bereich nicht verwertbar. Erst wenn genug Matrizenstränge vorhanden sind, steigt 

das Fluoreszenzsignal exponentiell an. Für die Auswertung wird nun nun die Zykluszahl 

bestimmt, bei der das bereits exponentiell wachsende Fluoreszenzsignal erstmals deutlich 

die Hintergrundfluoreszenz übersteigt (cycle treshold, Ct). Um eine potentielle Unspezifität 

der verwendeten Amplifikationsprimer auszuschließen kann ausserdem am Ende eine 

weitere Fluoreszenzmessung erfolgen, während die Proben immer weiter erhitzt werden. 

Dabei kommt es abhängig von Basenzusammensetzung und Fragmentlänge bei einer 

gegeben Temperatur zum Aufschmelzen der dsDNA und damit zu einem rapiden Abfall der 

SYBR green I Fluoreszenz. Wenn es über den ganzen Temperaturbereich nun also nur einen 

Punkt gibt, an dem die Fluoreszenz abfällt, dann gibt es auch nur ein amplifiziertes 

Fragment, sodass von einer Spezifität der verwendeten Primer ausgegangen werden kann. 

Die Quantifizierung der initialen cDNA-Menge (die ja die ursprüngliche Menge mRNA 

widerspiegelt) wird erreicht, in dem der Ct-Wert für diese cDNA ins Verhältnis zum Ct-Wert 
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eines sogenannten housekeepers in der selben Probe gesetzt wird. Housekeeper sind 

konstitutiv und nicht-differentiell exprimierte RNAs, die so Schwankungen der generellen 

RNA-Konzentration zwischen verschiedenen Proben ausgleichen und so den Vergleich 

verschiedener Proben ermöglichen. In dieser Arbeit wurde 18s ribosomale RNA als 

housekeeper verwendet, in allen qPCR-Abbildungen finden sich die mRNA-Konzentrationen 

daher ins Verhältnis zu 18s rRNA gesetzt. Die qPCR wurde mit dem Roche LightCycler® 480 

durchgeführt. Hierzu wurden sowohl RT+ als auch RT- Proben (siehe oben) zunächst mit 

DEPC-H20 im Verhältnis 1:10 verdünnt, um Ribonukleasen zu inaktivieren. Dann wurden 2 µl 

der so verdünnten Proben mit 10 µl qPCR-Mastermix (2ml 10x-Taq-Puffer; 150μl 25 mM 

dNTPs; 4ml PCR-Optimizer; 200μl BSA (20 mg/ml); 40μl SYBRgreen I; 2,4ml 25mM MgCl2; 

H2O ad 10ml) sowie jeweils 0,6 µl des Vorwärts- und Rückwärtsprimers, 6,64 µl DEPC-H2O 

und 0,16 µl Taq-Polymerase in Dupletten in die Kammern einer speziellen 96-Kammer-PCR-

Platte pipettiert und mit einer Folie luftdicht verschlossen. Um sicherzustellen, dass der 

gesamte Reaktionsansatz von 20 µl am Boden der Kammern anlag, wurden die Platten bei 4° 

C zwei Minuten mit 280 rcf abzentrifugiert. Die PCR-Reaktionsschritte waren wie folgt: 

Präinkubation bei 95° C für 5 Minuten, dann iterativ 15 Sekunden 95° C, gefolgt von 45 

Sekunden 65° C, bei 40 Wiederholungen. Zum Abschluss erfolgte die Schmelzkurvenanalyse, 

indem erneut eine fünfminütige Inkubation bei 95° C gefolgt von einer konstanten 

Temperaturerhöhung von 65° C auf 95° C durchgeführt wurde. Ct-Werte wurden 

verwendet, wenn sie den 35. Zyklus nicht überschritten und ausserdem die RT- Proben kein 

Signal zeigten. Alle Schritte wurden nach den MIQE-Richtlinien für qPCR durchgeführt 

(Bustin et al., 2009). 

 

2.2.7 Statistische Auswertung 

Die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde anhand des zweiseitigen student’s t-test 

für unverbundene Stichproben überprüft. Signifikanz wurde ab p<0,05 angenommen, 

p<0,01 galt als hochsignifikant. In den Graphiken dargestellt sind Mittelwerte ± standard 

error of the mean (SEM), ab einem Signifikanzniveau von p<0,5 sind die Graphiken mit 

einem „ * “ gekennzeichnet, analog dazu bei p<0,01 mit „ ** “ und bei p<0,001 mit „ *** “. 

Bei Tierversuchen beziehen sich die Mittelwerte je nach Versuch auf Gruppen von 8-12 

Tieren, bei Zellkulturversuchen auf die Mittelwerte von mindestens zwei unabhängigen 

Experimenten. 
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3 Ergebnisse 

________________________________________________________________________ 

3.1 IRF4 reguliert die Entzündungsaktivität in B6
lpr

 Mäusen 

Zur Bestimmung der systemischen Entzündungsaktivität der B6
lpr/Irf4-/-

 Mäuse wurden 

zunächst die Konzentrationen verschiedener Entzündungsmediatoren im Plasma der Tiere 

bestimmt und mit denen von B6
lpr/Irf4+/+ 

Mäusen verglichen. Es zeigte sich, dass sowohl die 

Konzentrationen von IL-12p40 als auch von TNF-α in den Irf4-defizienten Tieren 

hochsignifikant bzw. signifikant erhöht waren. Insbesondere war bei TNF-α auffällig, dass es 

im Plasma Irf4-kompetenter B6
lpr

 Mäuse überhaupt nicht nachweisbar war. Im Gegensatz 

dazu waren die Plasmaspiegel von IL-17 und IL-21 bei B6
lpr/Irf4+/+ 

Mäusen hochsignifikant 

höher (IL-17) bzw. bei Irf4-defizienten Tieren nicht nachweisbar (IL-21). Unabhängig vom 

Irf4-Genotyp waren IL-4 und IL-6 im Plasma der Tiere nachweisbar, wobei es einen Trend zu 

höheren Spiegeln in Irf4-defizienten Tieren gab. CCL-2, IL-23 und IFN-γ konnten weder bei 

B6
lpr/Irf4-/- 

noch bei B6
lpr/Irf4+/+

 Tieren im Plasma detektiert werden. Bei einzelnen Irf4-

defizienten Tieren waren außerdem IL-10- Spiegel detektierbar, bei der Mehrzahl der 

B6
lpr/Irf4-/- 

Mäuse sowie bei allen B6
lpr/Irf4+/+

 Mäusen war IL-10 allerdings im Plasma nicht 

nachweisbar. Es zeigte sich also, dass die systemische Entzündung, ein Surrogatparameter 

der SLE-Aktivität bei IRF4-Defizienz erhöht war. 
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Abbildung 3-1 Systemische Entzündung in B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen 

ELISA-Messungen der jeweiligen Zytokine im Plasma; Konzentrationen in pg/ml; p Werte nummerisch 

angegeben; n.s. =nicht signifikant; Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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3.2 IRF4 hat unterschiedliche Wirkungen in TLR-Signalwegen 

Um weiteren Einblick in die Regulation der systemischen Entzündungsaktivität, die 

involvierten Zelltypen und die jeweilige Rolle von IRF4 in den verschiedenen Zelltypen zu 

erlangen, wurden aus dem Blut der Mäuse isolierte mononukleäre Immunzellen (PBMCs), 

aus Knochenmark generierte DCs (BMDCs) sowie direkt nach Entnahme der Milzen isolierte 

Splenozyten kultiviert, in Zellkultur für 24 h mit den TLR-Agonisten LPS (TLR4), Imiquimod 

(TLR7) und CpG-Oligonukleotiden (TLR9) bzw. mit Mediumkontrolle stimuliert anschließend 

mittels ELISA die Konzentrationen verschiedener pro-entzündlicher Chemo- und Zytokine im 

Zellkulturüberstand bestimmt. Die Ergebnisse dieser in vitro Untersuchungen sind in 

Abbildung 3-2 bis Abbildung 3-4 dargestellt. Im Fall der PBMCs wurden nach Stimulation 

auch IL-17, CCL-2 und IFN-γ gemessen, diese Marker waren aber nicht nachweisbar, ebenso 

konnte IL-17 in den Splenozytenkulturüberständen nicht nachgewiesen werden. In den 

Experimenten zeigte sich, dass in Splenozyten bei Abwesenheit von IRF4 die Produktion 

verschiedener pro-entzündlicher Mediatoren nach TLR-Stimulation, insbesondere TLR4-

Aktivierung mit LPS gesteigert war. Interessanterweise war aber zur optimalen Aktivierung 

des TLR7- Signalweges IRF4 notwendig, sodass in B6
lpr/Irf4-/-

 Splenozyten die Produktion von 

IL-6, CXCL-10, IFN-γ und TNF-α nach Imiquimod-Stimulation hochsignifikant geringer war als 

in B6
lpr/Irf4+/+

 Splenozyten. Diese Beobachtungen bei den Splenozyten ließen sich nur 

teilweise auf BMDCs und PBMCs übertragen, die im Allgemeinen deutlich weniger auf LPS-

Stimulation ansprachen. Durch diese Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass IRF4 in den 

verschiedenen Zelltypen und Signalwegen offenbar unterschiedliche Wirkungen hat. 
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Abbildung 3-2 Splenozyten-Stimulationsexperimente  

ELISA-Messungen der jeweiligen Zytokine nach 24 h; Konzentrationen in pg/ml; *p<0.05;**p<0.01;***p<0,001; 

Werte sind Mittelwerte +/- SEM 

 

Abbildung 3-3 BMDC-Stimulationsexperimente 

ELISA-Messungen der jeweiligen Zytokine nach 24 h; Konzentrationen in pg/ml; *p<0.05;**p<0.01;***p<0,001; 

Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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Abbildung 3-4 PBMC-Stimulationsexperimente  

ELISA-Messungen der jeweiligen Zytokine nach 24 h; Konzentrationen in pg/ml; *p<0.05;**p<0.01;***p<0,001; 

Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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3.3 IRF4 reguliert Ausreifung und Aktivierung von Milz-APCs  

Da das starke Ansprechen der Splenozyten auf TLR4-Stimulation bei gleichzeitig geringem 

Ansprechen von PBMCs wahrscheinlich von CD11b+ oder CD11c+ APCs der Milz ausgeht, 

BMDCs aber ebenfalls wenig auf LPS reagierten, wurde als nächstes die Hypothese geprüft, 

ob splenische APCs bei B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen in unterschiedlichen Mengen, Differenzierungen 

oder Aktivierungszuständen vorkommen. Hierzu wurden direkt nach Milzentnahme isolierte 

Splenozyten durchflusszytometrisch untersucht (siehe Abbildung 3-5). Es zeigten sich 

abhängig vom IRF4-Genotyp deutliche Unterschiede: In B6
lpr/Irf4-/-

 Tieren war die Gesamtzahl 

CD11c+ dendritischer Zellen signifikant erhöht, wobei dies überwiegend auf CD4+ und CD4-

CD8- (DN) DCs zurückzuführen war. In Abwesenheit von IRF4 kam es auch zu einer Zunahme 

der für die Aktivierungsmarker CD40, F4/80 und MHCII positiven CD11c+ DCs. Dasselbe Bild 

zeigte sich bei aktivierten Makrophagen (CD11b+F4/80+), wobei hier sowohl klassisch (M1, 

MHCII+) als auch alternativ (M2, MR/CD206+) aktivierte Makrophagen in Irf4-defizienten 

Tieren mit erhöhter Frequenz gefunden wurden. Die Polarisation der Makrophagen (M1- vs. 

M2- Phänotyp) wurde zusätzlich anhand der mRNA-Expression verschiedener Marker in der 

Milz genauer betrachtet (siehe Abbildung 3-6). Hier zeigten sich nur bei den M2-Markern 

Ym1 und Fizz1 sowie bei TGF-β signifikante Unterschiede zwischen B6
lpr/Irf4-/- 

und B6
lpr/Irf4+/+

 

Mäusen. Da IRF4 außer von Makrophagen insbesondere von DCs exprimiert wird, wurden 

mittels MACS CD11c+ Zellen aus Splenozyten gewonnen und auf die mRNA Expression 

verschiedener pro-entzündlicher Marker untersucht. Abbildung 3-7 zeigt, dass sich die 

CD11c+ in der Expression von TLR7 nicht signifikant unterscheiden, jedoch in Abwesenheit 

von IRF4 signifikant weniger IL-6 und TNF-α produzieren. Dies steht in Einklang mit den 

Zellstimulationsexperimenten. Zusätzlich wurde die Expression zweier Typ 1–IFN induzierter 

Gene (MX1 und IFIT1) sowie IFN-β selbst überprüft, hier wurden aber keine statistisch 

signifikanten Unterschiede gefunden. 
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Abbildung 3-5 Durchflusszytometrische Analyse splenischer APC-Populationen 

CD11c-positive dendritische Zellen (oben) und CD11b+positive Makrophagen (unten);*p<0.05;**p<0.01; 

***p<0,001; Werte sind Mittelwerte +/- SEM 

 

 

 

Abbildung 3-6 Expression M1- vs. M2-assozierter mRNA Marker in der Milz  

real-time PCR-Analysen von Milzhomogenisaten;*p<0.05;**p<0.01;***p<0,001; Werte sind Mittelwerte +/- 

SEM 
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Abbildung 3-7 mRNA Expression in CD11c+ Splenozyten 

real-time PCR-Analysen nach CD11c+Zellisolation aus der Milz; *p<0.05;**p<0.01;***p<0,001; 

Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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3.4 IRF4-Defizienz verhindert im B6
lpr

 Tiermodell Endorganschaden 

3.4.1 B6
lpr/Irf4-/- 

Mäuse entwickeln keine Lupusnephritis 

Nach Vorarbeiten zur sterilen Entzündung in Irf4-defizienten Tieren und dem Nachweis der 

erhöhten Entzündungsaktivität in B6
lpr/Irf4-/- 

Mäusen hypothetisierten wir, dass es durch 

IRF4-Defizienz zu einer Aggravation des SLE-Phänotyps der B6
lpr 

Mäuse, kommen würde. Da 

die IRF4-Defizienz mit einer Hyperreagibilität renaler APCs einhergeht, sollte es, so die 

Hypothese, insbesondere zur Aggravation der Lupusnephritis kommen. Hierzu wurden 

zunächst einige auch klinisch zur Anwendung kommende Parameter untersucht, nämlich die 

Kreatinin- und Harnstoff-Konzentrationen im Plasma sowie der Albumin-Kreatinin-Quotient 

im Urin. Wie in Abbildung 3-8 dargestellt, fand sich hier überraschenderweise allerdings der 

nicht-signifikante Trend zu niedrigerem Kreatinin und Harnstoff bei Irf4-defizienten Tieren, 

während eine Albuminurie im Alter von 6 Monaten unabhängig vom Irf4-Genotyp nicht 

nachgewiesen werden konnte.  

 

Abbildung 3-8 Renale Funktionsparameter 

Kreatinin- und Harnstoffkonzentrationen im Plasma und Albumin-Kreatinin-Quotient im Urin im Alter von 6 

Monaten; Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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IRF4-Defizienz führt also nicht zu einer Verschlechterung der Nierenfunktion im B6
lpr

 Modell. 

Um eine genauere Bestimmung der Entzündungsaktivität in der Niere vorzunehmen, 

wurden im nächsten Schritt die Nieren der Tiere histologisch aufbereitet. Hierzu wurden 

Nierenschnitte sowohl mit PAS-Lösung als auch immunhistochemisch mit Antikörpern gegen 

IgM, IgG und Komplementfaktor C9 angefärbt. Die PAS-Schnitte wurden gemäß den 

Lupusnephritis-Indizes für Aktivität und Chronizität bewertet, die immunhistologischen 

Präparate wurden qualitativ untersucht. Abbildung 3-10 zeigt für B6
lpr/Irf4+/+

 und B6
lpr/Irf4-/- 

Tiere ein jeweils repräsentatives histologisches Bild. Während sich bei Irf4-kompetenten 

B6
lpr

 Mäusen wie erwartet mit diffuser Mesangialmatrixvermehrung, mesangialen 

Zellproliferaten und gelegentlichen Glomerulusadhäsionen histologische Merkmale einer 

diffus-proliferativen (lupusartigen) Glomerulonephritis fanden, fehlte bei Irf4-defizienten 

Mäusen bis auf eine nur bei einzelnen Tieren vorkommende, leichte 

Mesangialzellvermehrung jedwede Nierenpathologie. Dieser Kontrast verschärfte sich in der 

Immunhistologie umso mehr, als hier die bei B6
lpr/Irf4+/+

 konsistent nachweisbaren kapillären 

IgM- und IgG- Ablagerungen sowie die mesangialen IgG- und C9- Ablagerungen in den 

Nieren von B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen komplett fehlten. Die jeweiligen Aktivität- und 

Chronizitätscores für die Lupusnephritis-Graduierung sind in Abbildung 3-9 dargestellt.  

 

 

Abbildung 3-9 Lupusnephritis Aktivität- und Chronizitätscores 

Zur Berechnung der semiquantitativen Aktivität- und Chronizitätsscores wurden PAS-gefärbten Nierenschnitte 

bewertet; siehe auch Abschnitt 2.2.5.2; Werte sind Mittelwerte +/- SEM. 
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Abbildung 3-10 Nierenhistologie 

Repräsentative Nierenhistologien nach Irf4-Genotyp; PAS-, IgM-, IgG- und Komplementfaktor 9 Färbungen (von 

oben nach unten); Vergrößerung 400x 
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Um neben den histopathologischen Beobachtungen zusätzliche Informationen über die 

intrarenale Entzündungsaktivität zu gewinnen, wurden die Konzentrationen verschiedener 

pro-entzündlicher mRNAs im Nierengewebe bestimmt. In Abbildung 3-11 und 3-12 ist die 

intrarenale mRNA-Expression von Makrophagenpolarisationsmarkern, pro-entzündlichen 

Zytokinen und Chemokinen dargestellt. Auch hier zeigte sich, dass es kaum 

Entzündungsaktivität innerhalb der Nieren von Irf4-defizienten Tieren gab.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3-11 intrarenales mRNA-Expressionsprofil verschiedener Mφ-Polarisationsmarker 

real-time PCR-Analysen aus Nierenhomogenisaten; *p<0.05;**p<0.01;***p<0,001; 

Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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Abbildung 3-12 intrarenale mRNA-Expression verschiedener Zytokine, TLR- und Chemokinrezeptoren 

real-time PCR-Analysen aus Nierenhomogenisaten; *p<0.05;**p<0.01;***p<0,001 

Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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Um zu untersuchen, ob der Effekt der Irf4-Defizienz möglicherweise auch von renalen 

Parenchymzellen vermittelt sein könnte, wurde die IRF4- und die IRF5- Expression in 

verschiedenen renalen Zelltypen bestimmt. Wie aus Abbildung 3-13 hervorgeht, war eine 

IRF4-Expression auf niedrigem Niveau nur in Tubulusepithelien nachweisbar (zum Vergleich 

DCs und PBMCs abgebildet), alle anderen renalen Zellen zeigten keine IRF4- und nur geringe 

IRF5-Expression. Der protektive Effekt der IRF4-Defizienz muss daher durch 

hämatopoetische Zellen vermittelt sein. Da insbesondere die verminderte intrarenale 

Chemokinexpression zu weniger Rekrutierung von APCs führen kann, wurden 

Nierenschnitte mit einem Antikörper gegen Mac2/Galectin-3, einem Marker pro-

entzündlicher Makrophagen, gefärbt. Hier zeigte sich, in Einklang mit den chemotaktischen 

Milieus, ein hochsignifikant geringerer Makrophageninflux in die Nieren von B6
lpr/Irf4-/- 

Mäusen (Mac-Score 1,475 ± 0,101 vs. 2,025 ± 0,138, p<0,01). Es zeigt sich also, dass die Irf4-

Defizienz im B6
lpr

 Modell zu weniger APC-induzierter renaler Entzündung führt. 

 

 

 
 

Abbildung 3-13 mRNA-Analyse der IRF4 und IRF5-Expression in verschiedenen renalen Zellpopulationen 

real-time PCR-Analysen aus Zellisolaten verschiedener Nierenzellkompartimente und hämatopoetischen Zellen; 

*p<0.05;**p<0.01;***p<0,001; Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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3.4.2 B6
lpr/Irf4-/- 

Mäuse sind vor autoimmunem Lungenschaden geschützt 

Aufgrund der Diskrepanz zwischen systemischer Entzündungsaktivität einerseits, weniger 

Nierenpathologie andererseits, stellte sich die Frage, ob die Irf4-Defizienz speziell die 

Nierenmanifestation des SLE verhindert oder allgemein zu weniger Organschaden führt. 

Eine weitere Manifestation des Autoimmunphänotyps von B6
lpr 

Mäusen zeigt sich 

gewöhnlich in den Lungen, wo es zur Entstehung von peribronchialen und perivaskulären 

Immunzellinfiltraten kommt. Während diese Infiltrate bei B6
lpr/Irf4+/+ 

Mäusen nachweisbar 

waren, fehlten sie, analog zur Situation in der Niere, bei B6
lpr/Irf4-/- 

Tieren komplett 

(Abbildung 3-14). B6
lpr/Irf4-/- 

Mäuse sind also generell vor den Organmanifestationen des SLE 

geschützt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3-14 Peribronchiale Entzündung mit Leukozyteninfiltraten 

Repräsentative Lungenhistologien nach Irf4-Genotyp; PAS-Färbung; Vergrößerung 100x 
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3.5 IRF4 und die Antikörperproduktion 

3.5.1 IRF4-Defizienz schützt vor dem Auftreten von Autoantikörpern 

Da in der Nierenhistologie die für den SLE typischen Immunkomplexe bei Irf4-defizienten 

B6
lpr 

Tieren nicht nachweisbar waren, wurden als nächstes die SLE-typischen Autoantikörper 

im Serum der Tiere untersucht. Eine auch in der Klinik breite Anwendung findende 

Screening-Untersuchung ist der Nachweis von ANAs in der Immunfluoreszenz anhand von 

Hep-2-Zellen. Wie in Abbildung 3-15 dargestellt, waren im Serum der B6
lpr/Irf4+/+

 Tiere ANAs 

in einem homogenen, nukleären Muster vorhanden (bis zu einer Verdünnung von 1:100 

untersucht), während sie bei B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen bereits in einer Verdünnung von 1:40 nicht 

mehr nachweisbar waren. 

 

 

Abbildung 3-15 ANA-Screening mit Hep-2 Zellen 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen seruminkubierter Hep-2 Zellen nach Irf4-Genotyp; DAPI-Gegenfärbung 

zur Kerndarstellung; Vergrößerung 800x 
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3.5.2 IRF4 reguliert die Serumantikörperkonzentration im B6
lpr

 Modell 

Da anhand des Fluoreszenz-Musters nicht auf die molekulare Zielstruktur der 

Autoantikörper geschlossen werden kann und im ANA-Screening auch nur Autoantikörper 

vom IgG-Typ erfasst werden, wurden als nächstes ELISAs zur Bestimmung der 

Konzentrationen von Doppelstrang-DNA-Antikörpern (anti-dsDNA-AKs) und anti-Smith-

Antigen/u1snRNP-Antikörpern jeweils vom IgG- und IgM-Typ sowie der Gesamt-

antikörperkonzentration durchgeführt. Wie erwartet konnten im Serum von B6
lpr/Irf4-/- 

Mäusen keine IgG-Autoantikörper detektiert werden. Es zeigte sich auch, dass in Irf4-

defizienten Tieren die Gesamtkonzentration von IgG-Antikörpern im Vergleich zu Irf4-

Wildtyp Tieren stark vermindert war. Auch die Konzentration von IgM-Antikörpern im 

Serum von B6
lpr/Irf4-/- 

Mäusen war vergleichsweise niedrig, wobei sich hier deutliche 

interindividuelle Unterschiede fanden. Autoantikörper vom IgM-Typ waren auch bei Irf4-

defizienten Tieren nachweisbar, allerdings in signifikant niedrigeren Konzentrationen als bei 

Irf4-Wildtyp Tieren. 

 

Abbildung 3-16 Serumkonzentrationen von Gesamtantikörpern und ausgewählten Autoantikörpern 

ELISA-Messungen der SLE-spezifischen und gesamten Antikörperkonzentrationen im Serum; Konzentrationen 

für Gesamt IgG und IgM in µg/ml; bei SLE-Autoantikörpern absolute OD-Werte 
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3.6  IRF4 vermittelt Plasmazelldifferenzierung im B6
lpr

 Tiermodell 

Aufgrund des ausgeprägten Phänotyps der von B6
lpr/Irf4-/- 

Tiere in Hinblick auf die 

Antikörperproduktion lag die Hypothese nahe, dass die IRF4-Defizienz im B6
lpr

 Tiermodell 

die Plasmazellbildung beeinträchtigt. Zunächst wurde deshalb immunhistologisch die 

Gewebearchitektur der Milz untersucht (Abbildung 3-17). Hier fand sich abhängig vom Irf4-

Genotyp kein Unterschied und das histologische Bild war vereinbar mit einer normalen 

Milzgewebsarchitektur. Um einen etwaigen Defekt in der B-Zell-Ausreifung bis zur 

Plasmazelle festzustellen, wurden als nächstes die verschiedenen B-Zell-Subtypen in der 

Milz mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Hierbei zeigte sich, dass sich B6
lpr

 Mäuse 

hinsichtlich des Irf4-Genotyps in den Zellzahlen weder für B-Zellen insgesamt noch bei den 

reifen B-Zellen unterschieden. Interessanterweise war aber eine Verschiebung bezüglich des 

Verhältnisses von Follikel-assoziierten B-Zellen (FoBCs) zu B-Zellen der Marginalzone (MZBC) 

zugunsten der MZBCs in B6
lpr/Irf4-/- 

Mäusen zu beobachten. Ein signifikanter Unterschied 

abhängig vom IRF4-Genotyp bestand auch im Anteil der Keimzentrums-B-Zellen (GCBCs) 

(nicht aber deren Gesamtzahl), was auf eine leichte Störung der Keimzentrumsreaktion und 

damit der Plasmazellbildung hindeutet. Tatsächlich konnte subsequent gezeigt werden, dass 

die Zahl der Plasmazellen in B6
lpr/Irf4-/- 

Mäusen stark reduziert ist. Da B6
lpr/Irf4-/- 

Mäuse aber 

trotz der gestörten Keimzentrumsreaktion und bei fast vollständiger Abwesenheit von 

Plasmazellen eine gewisse Menge IgM-Antikörper produzierten, wurden zusätzlich die B1-

Zellpopulationen der Milz und im Peritonealraum analysiert, um die Möglichkeit zu prüfen, 

 

 

 

Abbildung 3-17 Unabhängig vom Irf4-Genotyp erhaltene Follikel-Architektur der Milz 

Repräsentative Immunhistologien nach Irf4-Genotyp; anti-IgM Färbung; Vergrößerung 100x 
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dass diese Zellen die Quelle der im Serum detektierten IgM-Antikörper waren. Tatsächlich 

gab es in der Milz einen Trend zu mehr B1-Zellen bei in B6
lpr/Irf4-/- 

Tieren, im Peritonealraum 

erreichte diese Differenz statistische Signifikanz (Abildung 3-18). Die Differenzierung von 

reifen B-Zellen zu Plasmazellen steht unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors 

PRDM1/Blimp-1. Um die defizitäre Plasmazellbildung in B6
lpr/Irf4-/- 

Mäusen genauer zu 

analysieren, wurden daher u.a. die mRNA-Expression dieses Markers in CD19+ Splenozyten 

untersucht. Wie in Abbildung 3-19 dargestellt zeigte sich, dass IRF4 auch im B6
lpr

 Modell 

 

 

 

 

 

Abbildung 3-18 B-Zell-Subpopulationen in der Milz und in Peritoneum 

Durchflusszytometrische Untersuchung von Einzelzellsuspensionen aus Milz und Peritoneum; 

*p<0.05;**p<0.01;***p<0,001 ; Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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notwendig ist, um in CD19+ B-Zellen PRDM1/Blimp-1 zu induzieren. BCL6, ein weiterer 

Transkriptionsfaktor, ist für die Bildung von Keimzentren von Bedeutung. Hier fand sich 

allerdings kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen B6
lpr/Irf4-/- 

und B6
lpr/Irf4-/- 

Tieren. 

Irf4-defiziente B6
lpr

 Mäuse zeigen also einen komplexen B-Zell-Phänotyp, der durch das 

Fehlen von Plasmazellen, eine Verschiebung von FoBCs zu MZBCs sowie eine Akkumulation 

splenischer B1-Zellen charakterisiert ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3-19 mRNA-Expression in CD19+ Splenozyten 

real-time PCR-Analysen nach CD11c+Zellisolation aus der Milz; *p<0.05 ; Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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3.7 IRF4 reguliert T-Helferzell-Differenzierung im B6
lpr 

Tiermodell 

Da die effektive Ausreifung von B-Zellen zu Plasmazellen von T-Helferzellen abhängt und für 

den SLE auch eine Rolle insbesondere von Antigen-spezifischen Th-1- und Th17- Helferzellen 

beschrieben ist, wurden ebenfalls T-Zell-Subpopulationen in der Milz durch-

flusszytometrisch analysiert. Wie in Abbildung 3-21 dargestellt, zeigte sich zwischen B6
lpr/Irf4-

/- 
und B6

lpr/Irf4+/+
 Mäusen kein Unterschied in der Gesamtzellzahl von CD3+-T-Zellen. In Irf4-

Wildtyp Tieren gab es einen kleinen, aber signifikanten Überschuss von CD8+ zytotoxischen 

T-Zellen gegenüber Irf4-defizienten Tieren, bei denen sich hingegen signifikant mehr 

regulatorische T-Zellen fanden. Bei genauerer Betrachtung der T-Helferzell-Subtypen fand 

sich in B6
lpr/Irf4-/- 

Mäusen eine deutliche Reduktion der Th1- und Th17- Helferzellen. Dies 

bestätigte sich auch in einer mRNA-Expressionsanalyse splenischer T-Zellen, die in B6
lpr/Irf4-/-

 

Tieren signifikant weniger Tbet-mRNA produzierten, ein spezifischer Transkriptionsfaktor 

von Th1-Helferzellen. Für Gata3, den Th2-spezifischen Transkriptionsfaktor fand sich 

dagegen kein signifikanter Unterschied abhängig vom Irf4-Genotyp (Abbildung 3-20). Da in 

den Splenozytenstimulationsexperimenten die starke erhöhte Produktion von IFN-γ in 

B6
lpr/Irf4-/-

 Splenozyten aufgefallen war, einem Typ-2 IFN, das eher dem adaptiven 

Immunsystem, insbesondere Th1-Helferzellen zugeschrieben wird, gerade dieser Zelltyp 

aber in B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen vermindert war, wurde eine alternative  

 

Abbildung 3-20 mRNA-Expression in splenischen T-Zellen 

real-time PCR-Analysen nach CD11c+Zellisolation aus der Milz; *p<0.05; Werte sind Mittelwerte +/- SEM 
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Quelle der IFN-γ Produktion gesucht und in NK-Zellen, die bei Irf4-defizienten Tieren 

vermehrt waren, identifiziert. B6
lpr/Irf4-/- 

Mäuse weisen also zusätzlich zu den B-Zell-Defekten 

auch einen T-Zell-Phänotyp auf, wobei hier CD8-positive zytotoxische T-Zellen, Th1- und 

Th17-Zellen vermindert, Treg-Zellen jedoch vermehrt sind.  

 

 

 

 

Abbildung 3-21 T-Zell-Subpopulationen in der Milz 

Durchflusszytometrische Untersuchung von Einzelzellsuspensionen aus Milz und Peritoneum; *p<0.05 ; Werte 

sind Mittelwerte +/- SEM 
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4 Diskussion 

________________________________________________________________________ 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Funktion von IRF4 in der Pathogenese des 

systemischen Lupus erythematodes zu untersuchen. Wir vermuteten, dass die IRF4-

Defizienz zu einem aggravierten Verlauf des SLE führt. Evidenz für diese Hypothese kommt 

aus der bekannten Rolle verschiedener anderer Mitglieder der IRF-Familie (Reilly et al., 

2006) (Marshak-Rothstein and Rifkin, 2007) (Baccala et al., 2013) und der TLR-Signalwege 

allgemein (Anders, 2009) in der molekularen Pathogenese des SLE. Insbesondere IRF5 ist 

entscheidend an der Entstehung des SLE beteiligt. So führt IRF5-Defizienz in verschiedenen 

Mausmodellen zu deutlicher Verbesserung des Phänotyps (Richez et al., 2010; Tada et al., 

2011) und es konnte gezeigt werden, dass einzelne IRF5-Polymorphismen stark mit 

humanem SLE assoziiert sind (Graham et al., 2006; Graham et al., 2007; Hom et al., 2008). 

Da IRF4 im TLR-Signalweg antagonistisch zu IRF5 wirkt (Negishi et al., 2005), war es daher 

naheliegend, die Funktion dieses IRFs bei der Pathogenese des SLE zu untersuchen. 

Nachdem unter anderem Lassen et al. zeigen konnten, dass die IRF4-Defizienz durch IRF5-

Disinhibierung über eine unkontrolliert pro-entzündlicher Aktivität renaler DCs bei 

Ischämie/Reperfusion zu verstärkter Nierenschädigung führt (Lassen et al., 2010), 

hypothetisierten wir analog dazu eine Aggravation der Krankheitsaktivität im SLE-Modell. 

Entgegen dieser Erwartung zeigte sich aber de facto eine vollständige Protektion IRF4-

defizienter B6
lpr

 Mäuse. Wie kommt es zu diesem scheinbaren Widerspruch? IRF4-Defizienz 

führt zu einer unkontrollierten Aktivität des innaten Immunsystems, was wir auch im B6
lpr

 

Modell zeigen konnten. Für die Pathogenese des SLE und den Endorganschaden sind aber 

die Effektormechanismen des adaptiven Immunsystems entscheidend. Hierbei kommt es 

durch die IRF4-Defizienz sowohl zu intrinsischen B- und T-Zell-Defekten, sodass selbst bei 

gesteigerter systemischer Entzündung keine Autoimmunantwort generiert werden kann. 

Auf die Frage, wie es zu diesen unterschiedlichen Wirkungen IRF4s im innaten und 

adaptiven Immunsystem kommt, soll nun eingegangen werden. 
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4.1 Systemische Entzündung in B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen 

Im Rahmen der Phänotypisierung der von uns generierten B6
lpr/Irf4-/- 

Tiere schien sich anhand 

verschiedener Zytokinmarker der systemischen Entzündung zunächst unsere 

Ursprungshypothese zu bestätigen. So war die Plasmakonzentration der pro-entzündlichen 

Zytokine TNF-α und IL-12 bei IRF4-defizienten Tieren erhöht. Es ist bekannt, dass 

insbesondere der IL-12 Spiegel im B6
lpr

 Modell mit der SLE-Aktivität korreliert (Lech et al., 

2011a; Lech et al., 2008). Interessanterweise war die Beobachtung nicht auf alle pro-

entzündlichen Zytokine übertragbar, so fanden sich im Plasma keine Irf4-Genotyp-

abhängigen Unterschiede bei den Konzentrationen von IL-6, CCL-2, IL-23 und IFN-γ, während 

die T-Zell-Zytokine IL-17 und IL-21 signifikant höhere Plasmaspiegel in Irf4
+/+

 Tieren 

aufwiesen. Wie kommt es zu diesen Unterschieden? Da insbesondere TNF-α und IL-12 unter 

der transkriptionellen Kontrolle von IRF5 stehen (Takaoka et al., 2005), deuten unsere 

Ergebnisse zumindest im B6
lpr

 SLE-Modell auf eine spezifische in vivo Rolle von IRF4 im IRF5-

Signalweg hin, während der NFκB-Signalweg in vivo unabhängig von IRF4 ist. Diese 

Ergebnisse stehen auch in Einklang mit den Ergebnissen von (Negishi et al., 2005) und 

(Honma et al., 2005), die jeweils für CpG-DNA- und LPS-induziertes Organversagen in IRF4-

defizienten Tieren einen aggravierten Phänotyp beschreiben, der zumindest im Fall des LPS-

induzierten Modelles TNF-α-vermittelt ist. Obwohl IRF4 sowohl in der M2-Polarisierung via 

Jmjd3 eine nicht redundante Rolle spielt (Satoh et al., 2010) und auch für die Th2-

Polarisierung von T-Zellen durch die IL-4-abhängige Gata3-Induktion benötigt wird (Lohoff et 

al., 2002), unterscheiden sich die IL-4 Plasmakonzentrationen von B6
lpr/Irf4+/+

 und B6
lpr/Irf4-/-

 

Mäusen nicht. Was ist der Stimulus für die Synthese der pro-entzündlichen Zytokine im B6
lpr

 

Modell und welche Zellen sind an der Produktion der jeweiligen Zytokine beteiligt? Die Rolle 

der IRFs im TLR-Signalweg deutet auf TLR-Agonisten als Stimulus hin, hier sind speziell von 

Darmbakterien produziertes, in die Blutbahn eingeschwemmtes LPS (via TLR4) (Tacke and 

Zimmermann, 2014) als auch, besonders beim SLE, endogene Nukleinsäuren (via TLR7 und 

TLR9) (Anders, 2009) von Bedeutung. Tatsächlich produzieren B6
lpr/Irf4-/-

 Splenozyten nach 

TLR4-Stimulation mehr IL-6, IL-12, CCL-2, INF-γ und TNF-α als die IRF4-kompetenten 

Kontrollzellen, wobei die Produktion von IL-6 und TNF-α auch ohne TLR-Stimulation (i.e. in 

der Mediumkontrolle) signifikant erhöht ist. Bei Stimulation der in der SLE-Pathogenese 

involvierten Rezeptoren TLR7 und TLR9 zeigen sich aber diskordante Ergebnisse, da in 
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diesem Fall IRF4-kompetente Splenozyten mehr IL-6 und insbesondere TNF-α produzieren, 

IRF4-defiziente Splenozyten aber mehr anti-entzündliches IL-10. Der unterschiedliche Effekt 

des Irf4-Genotyps in verschiedenen TLR-Signalwegen (TLR4 vs. TLR7/TLR9) kann dabei 

mehrere Ursachen haben: 1) IRF4 hat je nach Signalweg tatsächlich eine entweder 

fördernde oder inhibierende Rolle. Generell wurden in der vorliegenden Arbeit 

Zytokinspiegel nach 24h Stimulation gemessen, sodass neben der zytosolischen Funktion 

IRF4s durch Blockierung der IRF5-Bindestelle an MyD88 auf Proteinebene (Negishi et al., 

2005) auch ein nukleärer Effekt IRF4s als Transkriptionsfaktor möglich wäre. Dagegen 

spricht jedoch, a) dass in anderen Arbeiten, in denen die TLR-Ligation in entweder IRF4- und 

IRF5-defizienten Zellen verglichen wurden, der Phänotyp auch nach 24h jeweils genau 

spiegelbildlich war (Honma et al., 2005; Negishi et al., 2005), b) der Mechanismus der IRF4-

vermittelten IRF5-Inhibition genau bekannt ist und c) IRF5 in allen TLR-Signalwegen 

konkordant eine pro-entzündliche Funktion hat (Takaoka et al., 2005). Die in der 

vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen sind allerdings unabhängig vom Irf4-Genotyp für 

den Fas-Rezeptor defizient. Analog zur Situation in B- und T-Zellen kann eine Fas-Rezeptor-

Aktivierung auch in DCs zum apoptotischen Zelltod führen (Stranges et al., 2007), zusätzlich 

wurde vor kurzem gezeigt, dass der Fas-Rezeptor in DCs auch an der Induktion eines 

immunsuppressiven Phänotyps beteiligt ist (Qian et al., 2013). Es besteht daher die 

Möglichkeit, dass Fas-defiziente APCs ein grundsätzlich anderes Expressionsprofil als die in 

den Vergleichsarbeiten verwendeten Fas-kompetenten APCs haben und dieses veränderte 

Profil TLR-spezifische, differentielle IRF4-Funktionen vermittelt. 2) IRF4 hat in verschiedenen 

Zelltypen eine unterschiedliche Funktion. Da Splenozyten eine heterogene Zellpopulation 

aus B-Zellen, T-Zellen, MΦs und DCs darstellen, wurde versucht, in vitro generierte BMDCs 

und PBMCs (laut Herstellerangabe in der Maus vor allem Lymphozyten) ebenfalls mit TLR-

Agonisten zu stimulieren und so eine mögliche zelltypspezifische Rolle von IRF4 zu 

definieren. Bei Verwendung nativer, IRF4-defizienter APCs lassen sich die gemachten 

Beobachtungen allerdings nicht ohne weiteres auf in vitro generierte APCs übertragen 

(Negishi et al., 2005), da die stimulierte Ausreifung mit jeweils nur einem 

Differenzierungsfaktor (z.B. GM-CSF oder s-Flt3) die komplexen in vivo Bedingungen nicht 

hinreichend genau wiederspiegelt (Levine and Tjian, 2003). De facto zeigte sich, dass BMDCs 

in Hinblick auf IL-6, IL-12 und TNF-α ein ähnliches Verhalten zeigten wie Gesamtsplenozyten. 

Dies gilt allerdings nicht für die CCL-2 und die CXCL-10 Produktion. Da PBMCs bezüglich des 
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Irf4-Genotyps generell keinen Unterschied bei TLR4 Stimulation zeigten, liegt es nahe, dass 

IRF4 im TLR4-Signalweg von PBMCs keine relevante Rolle spielt. Diese Ergebnisse sprechen 

bei oben genannter Einschränkung dafür, dass IRF4, zumindest im B6
lpr

 Modell, 

zelltypspezifische Funktionen in TLR-Signalwegen hat. 3) Die relative und absolute Häufigkeit 

einzelner Zelltypen und damit auch deren Produktion von Zytokinen ist abhängig vom Irf4-

Genotyp. Tatsächlich haben viele Arbeiten gezeigt, dass IRF4 eine wichtige Rolle in der 

Ausreifung verschiedener DC-Subsets spielt. So haben IRF4-defiziente Mäuse eine 

erniedrigte Anzahl an pDCs sowie an CD8α-negativen cDCs (Merad et al., 2013). 

Erstaunlicherweise sind CD11c-positive Zellen bei IRF4-Defizienz im B6
lpr

 Modell vermehrt, 

wobei dies vor allem auf der gesteigerten Frequenz von CD8α-negativen DCs basiert. Dieses 

Ergebnis steht in scharfem Kontrast zu den Ergebnissen von Suzuki et al., die bei IRF4-

defizienten Tieren eine 90% Reduktion der CD8α-negativen DCs gefunden haben (Suzuki et 

al., 2004). Da in dieser Arbeit auch die Expression von MHCII auf DCs stark vermindert war, 

die CD11c-positiven Zellen von B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen aber reguläre Anzeichen der Aktivierung 

inkl. MHCII-Expression zeigen, scheint die konkomitante Fas-Deletion den DC-Phänotyp der 

solitären Irf4-Defizienz zu revertieren. Ebenfalls deutlich vermehrt finden sich Makrophagen 

in B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen, wobei diese Vermehrung sowohl M1- als auch M2-polarisierte 

Makrophagen nachweisbar war. Gerade das Vorhandensein von M2-Makrophagen ist 

hierbei hervorzuheben, da die Jmjd3-Irf4-Achse als essentiell für die M2-Polarisierung gilt 

(Satoh et al., 2010). Auch die mRNA-Expressionsanalyse bestätigte die Expression 

verschiedener M2-Marker, sodass die Ergebnisse dieser Arbeit dafür sprechen, dass 

zumindest im B6
lpr

 Modell IRF4 für die M2-Polarisierung von Makrophagen nicht essentiell 

ist. Nicht explizit untersucht wurde in der vorliegenden Arbeit die Frequenz und der 

Aktivierungszustand von pDCs. Da diese Zellen insbesondere TLR7 und TLR9 exprimieren 

(Kawai and Akira, 2010), liegt die Vermutung nahe, dass pDCs entscheidenden Anteil an der 

TLR7 und TLR9-vermittelten Zytokin-Produktion haben. Da pDCs nach Aktivierung weiter zu 

cDCs differentieren (Reizis et al., 2011) und die CD11c-positiven Zellen insgesamt bei IRF4-

Defizienz mehr aktiviert waren, ist die Aktivierungs-induzierte pDC-Depletion eine mögliche 

Ursache für die höhere TLR7/TLR9-abhängige Zytokin-Produktion in IRF4-kompetenten B6
lpr

 

Mäusen. So ist vor kurzem gezeigt worden, dass IRF4 das Überleben von CD8+ Effektor-T-

Zellen nach Aktivierung vermittelt (Man et al., 2013) und es ist vorstellbar, dass IRF4 eine 

ähnliche Rollen in pDCs hat. Die durchflusszytometrische Analyse der Splenozyten zeigt 
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zudem eine gesteigerte Frequenz von IFN-γ-produzierenden NK-Zellen in B6
lpr/Irf4-/- 

Tieren, 

während IFN-γ-positive T-Zellen hier vermindert sind, sodass die nur in Splenozyten, nicht 

aber in BMDCs nach LPS-Stimulation detektierbare IFN-γ-Produktion von NK-Zellen ausgeht. 

Da die mRNA-Analyse von frischen ex vivo CD11c-positiven Zellen für IL-6 und TNF-α im 

Gegensatz zu den in vivo gemessenen Plasmakonzentrationen höhere Expression in 

B6
lpr/Irf4+/+ 

Mäusen zeigt, spricht einiges dafür, dass eher die in ihrer Zahl und Aktivierung 

vermehrten CD11b-positiven Makrophagen als CD11c-positiven DCs an der in vivo 

gesteigerten Produktion pro-entzündlicher Zytokine in B6
lpr/Irf4-/- 

Mäusen beteiligt sind. Im 

B6
lpr

 Modell sind also die vorbeschriebenen quantitativen und qualitativen DC- und M2-

Polarisierungsdefekte bei IRF4-Defizienz nicht vorhanden, was für eine Rolle des Fas-

Rezeptors in der DC-Ausreifung und Aktivierung sowie der M2-Polarisierung spricht. 

Trotz der gesteigerten systemischen Entzündung bleibt festzuhalten, dass nach TLR-

Stimulation sowohl in IRF4-defizienten Splenozyten als auch BMDCs die Produktion von IL-

10 erhöht ist. IL-10 ist ein anti-entzündliches Zytokin, das von APCs und Treg-Zellen 

produziert wird und Immunantworten auf verschiedenen Ebenen effektiv unterdrückt 

(Banchereau et al., 2012). Die vermehrte IL-10 Produktion ist insofern erstaunlich, da 

bekannt ist, dass die IL-10 Produktion von IL-12 gehemmt wird (Conroy et al., 2008). Auch 

wenn der Mechanismus der IL-12-resisitenten IL-10 Produktion gegenwärtig nicht bekannt 

ist, ist diese Beobachtung mit dem im Folgenden dargestellten völligen Verschwinden der 

SLE-Aktivität in B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen gut vereinbar. 

 

4.2 Schutz vor Endorganschaden bei B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen 

Während im Blut der B6
lpr/Irf4-/-

 Tiere eine verstärkte Entzündung nachweisbar war, konnte 

kein signifikanter Unterschied bei renalen Funktionsparametern nachgewiesen werden 

(Serumkreatinin, Albuminurie), die sowohl bei B6
lpr/Irf4-/-

 als auch B6
lpr/Irf4+/+

 Tieren im 

Normbereich lagen. Die Nieren- und Lungenhistologie bestätigte den Verdacht, dass in IRF4-

defizienten Tieren die systemische Entzündung nicht zu mehr Organentzündung und –

schaden führt. Es zeigte sich ein deutlich verminderter Influx von pro-entzündlichen 

Makrophagen in die Nieren der B6
lpr/Irf4-/-

 Mäuse und auch die intrarenale Produktion pro-

entzündlicher Chemo- und Zytokine war hier gegenüber IRF4-kompetenten Tieren 
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erniedrigt. Interessanterweise zeigte sich auch in den Nieren kein Unterschied bei Markern, 

die mit der M2-Polarisierung von Makrophagen assoziiert sind. Neben der bekannten 

Tatsache, dass M1- und nicht M2-Makrophagen den Autoimmunschaden im SLE vermitteln 

(Weidenbusch and Anders, 2012), unterstreicht diese ebenfalls in der Milz gemachte 

Beobachtung, dass im B6
lpr

 Modell IRF4 für die M2-Polarisierung vernachlässigbar ist. Da es 

in IRF4-defizienten Mäusen zur ungehemmten IRF5-vermittelten APC-Aktivität kommt 

(Honma et al., 2005; Lassen et al., 2010; Negishi et al., 2005) und IRF5 die Produktion von 

vielen der untersuchten Chemokine und Zytokine vermittelt (Barnes et al., 2002), sind diese 

Ergebnisse auf den ersten Blick kontraintuitiv. Wodurch kommt es also zum Schutz vor dem 

Autoimmunschaden in IRF4-defizienten B6
lpr 

Mäusen? Es ist bekannt, dass verschiedene 

Mechanismen an der Pathogenese der Lupusnephritis beteiligt sind. Vielleicht der wichtigste 

Mechanismus ist die glomeruläre Ablagerung von Immunkomplexen und die dadurch 

ausgelöste Aktivierung von Mesangialzellen, Podozyten und des Komplementsystems 

(Bagavant and Fu, 2009). Da im humanen SLE das Auftreten von anti-dsDNA-AKs 

normalerweise sehr gut die Krankheitsaktivität reflektiert, während anti-Smith-Antigen-AKs 

mit der Nierenbeteiligung des SLE korrelieren (Rahman and Isenberg, 2008), wurden auch in 

B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen Autoantikörperspiegel bestimmt. Tatsächlich konnten diese weder im 

ANA-Screening noch in der ELISA-Differenzierung nachgewiesen werden, was allerdings mit 

einer insgesamt stark ausgeprägten Hypogammaglobulinämie in IRF4-defizienten B6
lpr

 

Mäusen einherging. Die von (Mittrucker et al., 1997) beobachtete vollständige 

Agammaglobulinämie wurde von uns allerdings nicht beobachtet. In Einklang mit der 

bekannten Beobachtung, dass die IRF4-induzierte Blimp-1 –Expression ein kritischer Schritt 

in der Plasmazelldifferenzierung ist (Klein et al., 2006), wurden auch in B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen 

keine Plasmazellen detektiert. Dieser Defekt basierte auch zum Teil auf der vorbekannten 

Störung der Keimzentrumsreaktion, da B6
lpr/Irf4-/-

 Mäuse einen geringeren Anteil an GCBCs 

aufwiesen. Die Fas-Defizienz mildert aber den beschriebenen Phänotyp eines vollständigen 

Fehlens der Keimzentren in IRF4-defizienten Mäusen (Bollig et al., 2012) deutlich, sodass die 

Gesamtzahl der GCBCs in B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen nicht reduziert ist. Welche Zellen produzieren 

die verbliebenen Immunglobuline, die in B6
lpr/Irf4-/-

 Tieren nachgewiesen werden können? In 

Einklang mit der oben ausgeführten und auch vorbekannten Beobachtung, dass die Irf4-

Defizienz eine Überaktivität des innaten Immunsystems vermittelt, finden sich in den Milzen 

von B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen mehr MZBCs, die im Gegensatz zu FoBCs dem innaten Immunsystem 
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zugeordnet werden (Pillai and Cariappa, 2009). Eine weiteres innates B-Zell-Subset, 

sogenannte B1-Zellen können IgM-Immunglobuline produzieren und diese IgM-Produktion 

ist teilweise unabhängig von IRF4 (Holodick et al., 2010). Tatsächlich kommen in B6
lpr/Irf4-/-

 

Mäuse peritoneale B1-Zellen vermehrt vor und stellen die zelluläre Quelle der Rest-IgM-

Produktion in diesen Tieren dar. Da das Repertoire dieser Immunglobuline allerdings 

beschränkt ist (Ochsenbein et al., 1999), kommt es dennoch nicht zum Auftreten von SLE-

assoziierten Autoantikörpern. Interessanterweise gibt es sogar Hinweise, dass diese von B1-

Zellen produzierten, sogenannten natürlichen Antikörper anti-entzündliche Eigenschaften 

haben und das Auftreten von Autoimmunkrankheiten aktiv verhindern (Vas et al., 2013). Ist 

der vorbekannte und von uns auch im B6
lpr

 Modell verifizierte, wenngleich hier auch 

weniger ausgeprägte, intrinsische B-Zell-Defekt und das damit verbundene Fehlen von 

Autoantikörpern der einzige Schutzmechanismus in B6
lpr/Irf4-/-

 Tieren? Auch wenn die NS-IC-

vermittelte Pathologie im Zentrum der Lupusnephritis steht (Lech and Anders, 2013) und 

insbesondere im lpr-Modell des SLE (sowohl im MRL wie auch im C57/BL6 Hintergrund) 

einen zentralen Pathomechanismus darstellt, ist es bekannt, dass auch nicht NS-IC-

assoziierte TLR-Stimulation (Anders and Schlondorff, 2007) und NS-IC unabhängige T-Zell-

Aktivierung (Teichmann et al., 2013) zur Pathogenese der Lupusnephritis beitragen. Da 

weder IRF4 und IRF5 in renalen Parenchymzellen nennenswert exprimiert werden, ist ein 

Effekt der Irf4-Defizienz z.B. auf mesangiale TLR-Signalwege unwahrscheinlich. Es ist 

hingegen bekannt, dass IRF4 auch in der Differenzierung von Th-Zellen eine entscheidende 

Rolle spielt. So ist bei IRF4-defizienten Tieren sowohl die Bildung von Th2- Zellen (Lohoff et 

al., 2002; Tominaga et al., 2003) wie auch Th17-Zellen (Biswas et al., 2010b) massiv 

vermindert. Kürzlich wurde zusätzlich gezeigt, dass auch CD8-positive Effektor-T-Zellen IRF4 

benötigen, um effektive zytotoxische Aktivität zu generieren (Raczkowski et al., 2013). Dies 

ist im B6
lpr

 Modell von besonderer Bedeutung, da die hier akkumulierenden CD4/CD8-

doppelt negativen T-Zellen von CD8-positiven T-Zellen abstammen, die bei Fas-Defizienz 

nicht effizient eliminiert werden können und angenommen wird, dass diese DN-T-Zellen 

autoimmunen Organschaden vermitteln (Stranges et al., 2007). Die Frequenz der DN-T-

Zellen unterschied sich zwischen IRF4-kompetenten und –defizienten B6
lpr

 Mäusen nicht, 

jedoch waren die CD8-positiven T-Zellen in B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen vermindert. Während die 

vorbeschriebenen Th2-Defekte von uns anhand der Expression des Th2-Markers Gata3 in 

splenischen T-Zellen nicht beobachtet wurde, konnte gezeigt werden, dass B6
lpr/Irf4-/-

 Mäuse 
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sowohl den vorbekannten Th17-Zelldefekt aufwiesen, zusätzlich aber auch einen Mangel an 

Th1-Zellen. Da die Differentierung von Th1-Zellen in IRF4-defizienten Tieren in der Literatur 

als intakt beschrieben wird (Lohoff et al., 2002), könnten die von uns gemachten 

Beobachtungen mit der geringeren SLE-Aktivität in B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen zusammenhängen. 

Trotz einer gesteigerten systemischen Entzündungsreaktion werden ohne den SLE-

Organschaden auch weniger Th1-Zellen gebildet. Dafür spricht, dass B6
lpr/Irf4-/-

 Mäuse mehr 

Treg-Zellen produzieren, die Gesamtmenge CD4-positiver T-Zellen sich aber zwischen B6
lpr/Irf4-

/-
 und B6

lpr/Irf4+/+
 Mäusen nicht unterscheidet, sodass die Th-Zell-Differentierung bei weniger 

SLE-Aktivität in Richtung Treg-Zellen verschoben ist. Dagegen spricht jedoch, dass B6
lpr/Irf4-/-

 

Mäuse hohe IL-12 Konzentrationen im Plasma aufweisen, ein Zytokin, unter dessen Wirkung 

naive CD4-positive T-Zellen effizient zu Th1-Zellen differenzieren (Baumjohann and Ansel, 

2013). Eine weitere Möglichkeit ist, dass im Rahmen der Fas-Defizienz die IRF4-Defizienz 

eine andere Wirkung auf Th-Zellen ausübt und daher im B6
lpr

 Modell Th1-, nicht aber Th2-

Zellen vermindert vorkommen. In diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse von Gao et al. 

zu nennen. Es konnte gezeigt werden, dass der quantitative Th2-Defekt bei IRF4-Defizienz T-

Zell extrinsisch durch das Fehlen IRF4-abhängiger DCs verursacht wird (Gao et al., 2013). Da 

bei B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen kein DC-Defekt nachgewiesen werden kann, erscheint es möglich, dass 

sich so auch die Th2-Zellfrequenzen und IL-4 Spiegel normalisieren. In Hinblick auf T-Zellen 

ist auch eine Arbeit von Lohoff et al. erwähnenswert, die zeigt, dass IRF4-defiziente T-Zellen 

ausserordentlich sensibel für apoptotischen Zelltod sind (Lohoff et al., 2004). Diese Arbeit 

weist damit ebenfalls darauf hin, das durch die konkominante Fas-Deletion und die damit 

einhergehende Apoptose-Resistenz der Phänotyp von B6
lpr/Irf4-/-

 T-Zellen komplexer ist als im 

jeweilig solitären Knock-out. Für das B6
lpr

 Modell konnten wir also zeigen, dass die IRF4-

Defizienz mit weniger CD8-zytotoxischen, Th1- und Th17- T-Zellen, jedoch mit mehr Treg-

Zellen einhergeht. 
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4.3 Limitationen der Studie und Ausblick 

Die vorliegende Studie hat einige wichtige Limitationen. Für die Experimente wurden 

ausschließlich weibliche Tiere verwendet und nur ein Zeitpunkt untersucht. Dieses 

Vorgehen ist für das B6
lpr 

Modell am besten etabliert (Lech et al., 2011a; Lech et al., 2008; 

Lech et al., 2011b; Lech et al., 2010) und ermöglicht daher eine bessere Vergleichbarkeit der 

Ergebnisse. Aussagen über den Effekt der IRF4-Defizienz in männlichen Tieren oder den 

späten Krankheitsverlauf z.B. nach 12 oder 24 Monaten lassen sich aber daher anhand der 

vorgelegten Daten nicht treffen. Der Effekt der IRF4-Defizienz wurde in der vorliegenden 

Arbeit nur in einem Mausmodell des SLE untersucht. Um die Ergebnisse dieser Arbeit zu 

bestätigen müsste die IRF4-Defizienz auch in anderen SLE-Modellen untersucht werden, z.B. 

in MRL
lpr

 Mäusen oder im NZB/NZW F1-Modell. Um ein breiteres biologisches Verständnis 

der verschiedenen Vorgänge zu erlangen, müssten zusätzlich die jeweiligen solitären Knock-

outs als Kontrollen mitgeführt werden, um in der Zusammenschau aller Genotypen die 

Funktionen von FAS und IRF4 sowie deren Zusammenspiel analysieren zu können. Eine 

weitere Limitation stellt die Art der genetischen Intervention dar. In dieser Arbeit wurde 

komplette Gen-KO Mäuse verwendet. Da IRF4 eine jeweils gegenteilige Rolle in der innaten 

und adaptiven Immunität einnimmt, ist eine wichtige offene Frage, wie sich die 

zelltypspezifische IRF4-Defizienz auf das B6
lpr

 Modell auswirkt. Hierfür könnte einerseits ein 

zellzypspezifisches Cre-lox System (Sauer, 2002) verwendet werden, um IRF4 selektiv in DCs, 

MΦs, B- oder T-Zellen auszuschalten, andererseits wäre ein adoptiver Transfer IRF4-

kompetenter Zellen in B6
lpr/Irf4-/-

 Mäuse denkbar. Der zweite Ansatz bietet die Möglichkeit, 

sowohl Fas
lpr

 oder Fas
wt 

Irf4
-/-

 Zellen zu transferieren, um die Interaktion von FAS und IRF4 

besser untersuchen zu können. Die Funktionen IRF4s sind an seine verschiedenen 

Proteindomänen gebunden (Biswas et al., 2010b; Negishi et al., 2005). Durch Mutation 

dieser Domänen ließen sich gain -und loss of function Varianten von IRF4 herstellen. Der 

Effekt solcher Varianten auf den SLE bleibt ein wichtiges, offenes Thema. Im Rahmen 

weiterer Untersuchungen müsste auch geklärt werden, welchen Effekt die IRF4-Defizienz 

auf pDCs hat, da diese Zellen in der Pathogenese des SLE eine entscheidende Rolle spielen. 

So wären hier eine Messung von Typ1-Interferonen im Plasma als auch eine 

Phänotypisierung der pDCs in B6
lpr/Irf4+/+

 und B6
lpr/Irf4-/-

 Mäusen notwendig. Ebenfalls weiter 

abklärungsbedürftig sind die verschiedenen Chemokin- und Zytokinantworten nach TLR-
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Stimulation. Hier könnten mit intrazellulären, phosphorylierungssensitiven Antikörpern 

durchflusszytometrische Analysen erstellt werden, um den jeweiligen intrazellulären 

Signalweg nach TLR4, TLR7 und TLR9 Stimulation in IRF4-defizienten und IRF4-kompetenten 

Zellen zu untersuchen. Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des Interferon-regulatorischen 

Faktor 4 in der Pathogenese des systemischen Lupus erythematodes zu klären. Diese 

Fragestellung wurde aufgrund offensichtlicher Probleme bei Untersuchung im humanen SLE 

im Mausmodell bearbeitet. Dabei ist es wichtig, immer in Erinnerung zu behalten, dass auch 

bei Verwendung eines Säugetier-Modells große biologische Unterschiede zwischen Maus 

und Mensch bestehen. Dies macht es anspruchsvoll, Erkenntnisse aus einem Organismus 

auf den anderen zu übertragen. Nur exemplarisch sei hier eine in den Proceedings of the 

National Academy of Sciences veröffentlichte Arbeit zitiert (Seok et al., 2013), die gezeigt 

hat, dass die differentielle Genexpression in Leukozyten von Schwerbrandverletzten, 

Polytrauma- und Sepsispatienten jeweils Korrelationskoeffizienten R²=0,91 (Verbrennung/ 

Polytrauma) und R²=0,47 (sowohl Verbrennung/Sepsis als auch Polytrauma/Sepsis) 

aufweist, das humane Setting mit dem jeweiligen murinen Modell allerdings Koeffizienten 

von R²<0,1 i.e. keinerlei Korrelation aufweist. Trotz dieser wichtigen Einschränkung der 

Forschung am Mausmodell darf nicht vergessen werden, dass gerade in der SLE-Forschung 

mit Benlysta® (Belimumab) die erste Neuzulassung seit über 50 Jahren in der 

Mausforschung entdeckt wurde (Hahn, 2013). Für die weitere Erforschung der 

Fragestellung, ob sich der im Rahmen der IRF4-Defizienz gefundene Schutz vor SLE-

Organschaden therapeutisch nutzen lässt, muss die biologische Funktion von IRF4, 

insbesondere seine differentielle Funktion in innater und adaptiver Immunität deutlich 

besser verstanden werden.  
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5 Zusammenfassung 

________________________________________________________________________ 

Trotz einer deutlichen Verbesserung der Prognose bleibt der systemische Lupus 

erythematodes (SLE) eine unheilbare Autoimmunkrankheit mit hoher Mortalität und 

insbesondere Morbidität. Da bei unvollständig verstandener Pathogenese weiterhin nur 

symptomatische Behandlungen verfügbar sind, steigt die Prävalenz des systemischen Lupus 

kontinuierlich, wobei die verursachten Kosten durch Behandlung und Arbeitsausfall aktuell 

in den USA jährlich bei umgerechnet über 10 Mrd. Euro liegen. Bisher ist bekannt, dass der 

Endorganschaden durch das Auftreten von autoreaktiven T-Zellen und insb. B-Zellen sowie 

von diesen produzierten Autoantikörpern vermittelt wird, sodass die Behandlung in vielen 

Fällen der Chemotherapie niedrig-maligner B-Zell-Lymphome ähnelt und daher viele 

unerwünschte Nebenwirkungen mit sich bringt. Die genaue Art und Herkunft der nukleären 

Autoantigene ist bislang ebenso unbekannt wie die beteiligten molekularen Signalwege, 

wobei hier unter anderem Toll-like-Rezeptoren sowie deren intrazelluläre Signalkaskaden, 

inklusive der Interferon-regulatorischen Faktoren (IRFs) diskutiert werden. Ziel dieser Arbeit 

war es, die Rolle des Interferon-regulatorischen Faktor 4 (IRF4) in der Entstehung des 

systemischen Lupus erythematodes zu untersuchen. IRF4 wird fast ausschließlich in Zellen 

des Immunsystems exprimiert und reguliert als Transkriptionsfaktor die Entwicklung und 

Polarisierung von B-Zellen, T-Zellen und Makrophagen. Zusätzlich wirkt IRF4 aber 

insbesondere in dendritischen Zellen auch als negativer Regulator des pro-entzündlichen 

Toll-like-Rezeptor-Signalweges. Diese duale Rolle von IRF4 spiegelt sich auch in den 

Auswirkungen auf die Krankheitsentwicklung im untersuchten murinen SLE-Modell wieder: 

Während im Vergleich zu IRF4-kompetenten (wt) Mäusen IRF4-defiziente (KO) Tiere deutlich 

früher und stärker ausgeprägt Zeichen der systemischen Entzündung zeigen, sind sie vor der 

Entwicklung der SLE-typischen Endorganschäden vollständig geschützt. So weisen IRF4-KO-

Mäuse stark erhöhte Plasmaspiegel von IL-12 und TNF-α sowie eine ausgeprägte 

Splenomegalie auf, zeigen aber weder detektierbare Autoantikörper im Plasma noch die 

typische Lupusnephritis. Neben der Wichtigkeit von autoreaktiven Lymphozyten in der 

Pathogenese des SLE zeigt die vorliegende Arbeit damit, dass trotz hyperaktiver innater 

Immunität der autoimmune Endorganschaden vermieden werden kann, was perspektivisch 

die Möglichkeiten einer eher immunmodulatorischen als rein immunsuppressiven Therapie 

mit ihren zahlreichen Nebenwirkungen aufzeigt. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

________________________________________________________________________ 

Ag     Antigen 

AICE      AP-1/IRF-composite element 

AIM-2     absent in melanoma-2 

Ak     Antikörper 

AP-1     activator protein 1 

APC     Antigen-präsentierende Zelle 

Arg1     Arginase1 

BC     B-Zelle 

BCL     B cell lymphoma protein 

BCR     B-Zell- Rezeptor 

BLyS     B-Lymphozyten-Stimulator = BAFF 

BM-DC     bone marrow-derived DC 

BSA     bovines Serumalbumin 

CCL     Chemokin vom C-C Typ 

CCR     CCL-Rezeptor 

CD     cluster of differentiation 

cDC     klassische DC 

Cdkn     cyclin-dependent kinase Inhibitor 

cDNA     complementary DNA = mRNA-Transkript 

CED     chronsisch entzündliche Darmerkrankung 

CpG     Cytosinphosphatidylguanin 

CR     Komplementrezeptor 

Ct     cycle treshold 

CXCL     Chemokin vom C-X-C Typ 

CXCR     CXCL-Rezeptor 

DAMP     Gefahr-assoziiertes molekulares Muster 

DC     Dendritische Zelle 

DN     CD4/CD8 doppelt negative T-Zelle 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

dNTP     Desoxynukleosidtriphosphat 
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EDTA     Ethylendiamintetraacetat 

EICE       Ets/IRF- composite element und das  

ELISA     enzyme-linked immunosorbent assay 

Ets     E26 transformation-specific 

FACS     Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung 

FasL     Fas-Ligand 

Fc     Fragment (constant) 

FcR     Fc-Rezeptor 

FCS     fetal calf serum 

FITC     Fluoresceinisothiocyanat 

FIZZ1     found in inflammatory zone 1 

Flt-3     Fms-like tyrosine kinase 3 

FoBC     Follikel-assoziierte B-Zelle 

FSC     forward scatter 

GM-CSF    PMC/Mφ-Kolonie stimulierender Faktor 

GWAS     Genom-weite Assoziationsstudie 

GZBZ     Keimzentrums-B-Zelle 

HIV     Humanes Immundefizienz-Virus 

HLA     Humanes Leukozytenantigen 

HMGB1    high mobility group box-1 protein 

IFN     Interferon 

IFIT     IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 

Ig     Immunglobulin 

IL     Interleukin 

ILL     innate-like lymphozyte 

Imi     Imiquimod 

iNOS     induzierbare NO-Synthase 

IPS-1     IFN-β-promoter stimulator 1 

IRAK      IL-1-Rezeptor–assoziierte Kinase 

IRF     IFN-regulatorischer Faktor 

ISGF     Interferon-stimulated gene factor 

ISRE     interferon stimulated response element 
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ITAM     Immunrezeptor Tyrosin-basiertes Aktivierungsmotiv  

KIR     NK-cell Ig-like receptor 

LT     Lymphotoxin 

lpr     lymphoproliferation/ lupus prone 

LPS     Lipopolysaccharid 

Mφ     Makrophage 

MACS     Magnet-aktivierte Zellsortierung 

MAPK     mitogen-assoziierte Proteinkinase 

MBL     Mannose-bindendes Lektin 

MDA-5     melanoma differentation-associated protein 5 

MHC     Haupthistokompatibilitätskomplex 

MRC1     Mannoserezeptor C-Typ Lektin 1 

mRNA     messengerRNA 

MyD88    myeloid differentiation primary response gene (88) 

MZ     Marginalzone 

MZBC     Marginazonen-B-Zelle 

NCR     Natürlicher Zytotoxizitätsrezeptor 

NET     neutrophil extracellular trap 

NFAT     nuclear factor of activated T-cells  

NFκB     nuclear factor κ B  

NK –Zelle    Natürliche Killer-Zelle 

NKG2D     NK-Zell Gruppe 2, Protein D 

NLR     NOD-like receptor 

NOD     Nukleotid-bindende Oligomerisationsdomäne 

NS-IK     Nukleinsäure-haltiger Immunkomplex 

OD     Optische Dichte 

PAMP     Pathogen-assoziiertes molekulares Muster 

PBMC     peripheral blood mononuclear cell 

PCR     Polymerasekettenreaktion 

pDC     plasmazytoide DC 

PMC     polymorphonukleäre Zellen = Granulozyten 

PRR     Mustererkennungsrezeptor 
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PRDM1    PR domain zinc finger protein 1 = Blimp-1 

P/S     Penicillin/Streptomycin 

RAG     recombination activating gene 

rcf     relative centrifugal force 

RIG-I     Retinsäure-induzierbares Gen 1 

RLR     RIG-I-like receptor 

RNA     Ribonukleinsäure 

ROS     freie Sauerstoffradikale 

RSV     respiratorisches Synzytialvirus 

RT     reverse Transkriptase 

SIGIRR     single Ig IL-1-related receptor 

SLE     Systemischer Lupus erythematodes 

SLPI     Sekretorischer Leukoprotease-Inhibitor 

SSC     side scatter 

STAT     signal transducer and activator of transcription 

SYK     spleen tyrosine kinase  

TAK     TGF-β-aktivierte Kinase  

TANK      TRAF family member-associated NF-κB activator 

TBK     TANK bindende Kinase  

TC     T-Zelle 

TCR     T-Zell-Rezeptor 

TGF-β     transforming growth factor β 

Th     T-Helferzelle 

TIR     Toll/Interleukin-1-Rezeptor  

TIRAP     TIR-domain containing adaptor protein 

TLR     Toll-like receptor 

TMB     Tetramethylbenzidin 

TNF-α     Tumornekrose-Faktor α 

TRAM     TRIF related adaptor molecule  

TRIF     TIRAP-inducing IFN-β  

TRAF     TNF receptor associated factor 

Ym1     Chitinase 3-like-3 protein 
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